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isolated from Balb/c mice infected intraperitoneally with 1.5 x 10° promastigotes, at different times.
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were sacrificed, and the parasite load of the liver, spleen, and femur bone marrow was determined
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the drug vehicle (water). Mice were imaged before treatment (6wpi), 72 h after the end of MTF40
treatment (7wpi), and 3 days after the last dose of CPP. Images are representative of n =3 - 5

individuals per experiment. (C) Quantification of whole ventral bioluminescence, expressed as total
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flux (photons/s), from the experiment. Each point represents means + SD of n individuals. A
noninfected group of mice was imaged for quantification of luminescence background (grey dashed
line). Statistical significance calculated by one-way ANOVA: (*P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001). (D)
Ex vivo images of mice organs after treatment with MTF40 or MTF + CPP. Untreated mice (Unt),
Lung (Lu), Liver (Li), Spleen (S), Heart (H), Kidney (K), Thymus (T) and Intestine (I). (E) Parasite
burdens estimated by qPCR in untreated (Unt) and MTF40 or MTF + CPP on liver, spleen and bone
marrow. Each point represents means + SD of n animals. Statistical significance calculated by one-
way ANOVA: (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). 101

Figure 7. Correlation between both ex vivo (top) and in vivo (bottom) bioluminescence values

and parasite burdens in liver spleen and thymus. Bioluminescence was measured in vivo and ex
vivo in ROIs around the corresponding organs and parasite loads were quantified by g-PCR after
animals were sacrificed. The statistic correlation used was the Pearson correlation coefficient. Ex
vivo correlations (P < 0.001), Spleen in vivo correlation (P < 0.001), liver in vivo correlation (P < 0.05)

and thymus in vivo correlation was not significant. 102

Figure S1. Localizations of the patches of black modeling clay in a mouse, whose ventral
region was previously cream-depilated in order to prevent the interference of the more

brilliant light source over the less potent areas. 117

Articulo 2: Ex vivo phenotypic screening of two small repurposing drug collections
identifies nifuratel as a potential new treatment against visceral and cutaneous
leishmaniasis

Figure 1. Screening strategy cascade leading to prioritization from in vitro assays to in vivo
efficacy in mouse models. A total of 1769 compounds from Anti-Infection Compound Library
(MedChemExpress) and Prestwick Chemical Library were evaluated in the ex vivo splenic explant
assay. Single-point screens carried out in two steps identified 43 hits, of which 12 had already been
tested in vivo. DR curves identified 16 hits. Once the selectivity requirements were reached, the
compounds addressed for further in vivo tests were selected according to the available
pharmacokinetics data and the administration route (prioritizing drugs with high oral bioavailability)

and discarding drugs with exclusive use in veterinary medicine. 123

Figure 2. Results of the screening of 1769 compounds from Anti-Infection Compound Library
(MedChemExpress) and Prestwick Chemical Library in the L. infantum ex vivo model. (a)
Correlation plot between two independent replicates performed for the L. infantum ex vivo model
assay at 10 uM single-point compound concentration. Each dot represents a compound. In green
are represented the compounds displaying at least 70% inhibition and in red the inactive compounds.
(b) L. infantum ex vivo assay quality controls. Z" values obtained in L. infantum ex vivo assays for
both chemical libraries. On the left panel the Z" values for Prestwick Chemical Library and on the

right panel from Anti-Infection Compound Library (MedChemExpress). 124

XIX



Figure 3. Chemical structures and dose-response curves in uninfected (black) and infected
(red) ex vivo splenic explant cultures of the four hits tested in chronic VL model. 128

Figure 4. Treatment of chronic L. donovani infection with 50 mg/kg bw/day and at 50 mg/kg
bw/bid NFT for 10 consecutive days by oral gavage in Balb/c mice. (a) Schematic representation
of the experimental design. Animals were i.p. infected with 10° L. donovani metacyclic promastigotes
and after 8 wpi were orally treated with NFT 50 mg/kg bw/day and NFT 50 mg/kg bw/bid for 10
consecutive days (blue). Mice were imaged before starting the treatment (image 1) and 72 h after
the end of the treatment (image 2). At the last time point animals were sacrificed and the parasite
burden of the liver, spleen, bone marrow and thymus were determined by gPCR. (b) Representative
ventral images of Balb/c mice after treatment with Miltefosine at 40 mg/kg bw/day for 5 consecutive
days (M40) as positive control, NFT 50 mg/kg bw/day or NFT 50 mg/kg bw/bid for 10 consecutive
days at two-time points. Mice were imaged before starting the treatment (image 1) and 72 h after the
end of the treatment (image 2). (Unt) represents the animals treated only with the drug vehicle (0.75%
of carboxymethyl cellulose). (c) Quantification of whole ventral bioluminescence, expressed as total
flux (photons/s), from the experiment. Each point represents means + SD of n individuals. A group
of noninfected mice was imaged for quantification of luminescence background (grey dashed line).
Statistical significance calculated by one-way ANOVA: (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). (d) Ex
vivo images of mice organs after treatment with M40 for 5 consecutive days, NFT 50 mg/kg bw/day
or NFT 50mg/kg bw/bid for 10 consecutive days. Untreated mice (Unt), Lung (Lu), Liver (Li), Spleen
(S), Heart (H), Kidney (K), Thymus (T) and Intestine (I). (e) Parasite burdens estimated by qPCR in
untreated (Unt) and in treated with M40 for 5 consecutive days, NFT 50 mg/kg bw/day or NFT 50
mg/kg bw/bid for 10 consecutive days on liver, spleen, bone marrow and thymus. Each point
represents means + SD of n animals. Statistical significance calculated by one-way ANOVA: (*P <
0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). 132

Figure 5. Treatment of L. major infection with NFT 40 mg/kg bw/day for 5 consecutive days by

intralesional injection in Balb/c mice. (a) Schematic representation of the experimental design.
Animals were infected in the right hind footpad with 1 x 108 purified metacyclic promastigotes and
after 5 wpi were intralesional treated with NFT 40 mg/kg bw/day for 5 consecutive days (blue). At the
last time point animals were sacrificed and the parasite burden of the footpad and lymph node were
determined by limit dilution assay (LDA). (b) Parasite burdens estimated by LDA in untreated (Unt),
and in treated with Glucantime at 28 mg/kg bw/day and NFT 40 mg/kg bw/day for 5 consecutive days
on footpad and lymph node. Each point represents means + SD of n animals. Statistical significance
calculated by one-way ANOVA: (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). 132

Figure S1. Dose-response curves in uninfected (black) and infected (red) ex vivo splenic

explant cultures of the 12 hits selected after the dose-response screen and not evaluated in

the mouse model of VL. 149

XX



Figure S2. Treatment of chronic L. donovani infection with SAL 5 mg/kg bw/day, PXT 22.5
mg/kg bw/day and DXT 6 mg/kg bw/day by intraperitoneal injection in Balb/c mice. (a)
Schematic representation of the experimental design. Animals were i.p. infected with 10° L. donovani
metacyclic promastigotes and after 8 wpi were intraperitoneally treated with SAL 5 mg/kg bw/day,
PXT 22.5 mg/kg bw/day and DXT 6 mg/kg bw/day for 10 consecutive days (blue). Mice were then
imaged before starting the treatment (image 1) and 72 h after the end of the treatment (image 2). (b)
Representative ventral images of Balb/c mice after treatment with miltefosine 40 mg/kg bw/day for 5
consecutive days (M40) as positive control, SAL 5 mg/kg bw/day, PXT 22.5 mg/kg bw/day and DXT
6 mg/kg bw/day for 10 consecutive days and at two-time points. Mice were imaged before starting
the treatment (image 1) and 72 h after the end of the treatment (image 2). (Unt) represents the
animals treated only with the drug vehicle. (c) Quantification of whole ventral bioluminescence,
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***P < 0.001). 150

Figure S3. Dose-response curves of NFT in promastigotes of three different strains: L.

infantum (Red), L. donovani (Green) and L. major (Blue). 151
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Resumen

Resumen

La leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por al menos 20
especies del género Leishmania. Esta enfermedad es esencialmente una
enfermedad zoonotica, trasmitida por fleb6tomos del género Lutzomya en
América, y del género Phlebotomus en Africa, Asia y Europa. La leishmaniasis
cutanea, causada por L. majory L. braziliensis, se caracteriza por la aparicién de
una o varias ulceras en el sitio de la picadura. Aunque estas lesiones
habitualmente curan espontaneamente causan cicatrices y desfiguraciones que
provocan una estigmatizacion social y problemas psicologicos. Sin embargo, la
leishmaniasis visceral, causada por L. donovaniy L. infantum, se caracteriza por
hepatoesplenomegalia, fiebre, pérdida de peso y pancitopenia. La LV en
ausencia de tratamiento resulta fatal, se estima que causa la muerte de entre
20.000 y 40.000 personas al afio.

Los farmacos en los que se basa el tratamiento de la leishmaniasis poseen
graves limitaciones; son inseguros, ineficaces en determinadas zonas
geograficas por la aparicion de resistencias y dependen mayoritariamente de la
administracion parenteral; lo que dificulta la adherencia al tratamiento y obliga a
la hospitalizacion del paciente. Aunque el desarrollo de nuevos farmacos activos
frente a Leishmania spp. ha tenido un importante impulso en los ultimos afios,
gracias al desarrollo de nuevas tecnologias de bioimagen y a la incorporacién de
parasitos transgénicos, la baja predictibilidad de los métodos empleados en los
cribados in vitro ha provocado que el porcentaje de compuestos descubiertos
sea inferior al esperado.

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia bien establecida en el
descubrimiento y desarrollo de medicamentos, cuyo objetivo es encontrar un
nuevo uso a un farmaco ya aprobado por las agencias reguladoras y reducir asi
el tiempo y el coste necesarios para su comercializacién. En una enfermedad
desatendida como la leishmaniasis, en la que no solo se necesitan urgentemente
nuevos tratamientos, sino que estos deben ser asequibles, el reposicionamiento
de farmacos es una aproximacion muy apropiada de hecho, el 62,5% de los
farmacos actuales, como por ejemplo la anfotericina B, la miltefosina y la
pentamidina fueron inicialmente utilizados como agentes antifungicos,
anticancerigenos y antimicrobianos, respectivamente.

Con el objetivo de acelerar el descubrimiento de nuevos farmacos frente a este
parasito hemos desarrollado una estrategia alternativa basada en: 1) el cribado
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fenotipico de compuestos en un sistema que utiliza explantes esplénicos de
ratones infectados y Il) la evaluacion de la eficacia in vivo de los compuestos
seleccionados en un modelo murino de leishmaniasis cutanea y mediante
imagen en tiempo real en un modelo murino de leishmaniasis visceral.

Llevamos a cabo el cribado ex vivo de 1769 compuestos, procedentes de dos
librerias de compuestos aprobados mayoritariamente por la EMA y la FDA (Anti-
Infection Compound Library (MedChemExpress) y Prestwick Chemical Library),
en explantes esplénicos de ratones Balb/c infectados con L. infantum. Tras dos
rondas selectivas a 10 y 1 uM, se identificaron compuestos que habian pasado
desapercibidos para otros autores que llevaron a cabo el cribado en macréfagos
infectados in vitro. El explante, a diferencia de estas infecciones in vitro, es un
modelo mas proximo a la infeccion natural y permite identificar los compuestos
con actividad frente a Leishmania spp. dentro del ambiente inmunopatolégico de
un hospedador infectado durante semanas por el parasito.

Una de las ventajas de seguir la estrategia del reposicionamiento de farmacos
es que disponemos de los perfiles farmacocinéticos de la mayoria de los
compuestos testados por lo que facil y rapidamente pudimos salvar la brecha
entre los ensayos in vitro y los ensayos in vivo y evaluar aquellos compuestos
con un buen indice selectivo y propiedades farmacocinéticas adecuadas en
modelo de leishmaniasis visceral cronica desarrollado previamente: salinomicina,
docetaxel, paclitaxel y nifuratel.

Nuestro modelo de leishmaniasis visceral cronica se basa en la infeccién de
ratones Balb/c con altas dosis de promastigotes estacionarios de la cepa L.
donovani (MHOM/ET/67/HU3), modificada genéticamente para que exprese la
luciferasa PpyRE9h y que tras la administracion del sustrato (D-luciferina) emitan
luz. El sistema de imagen in vivo que hemos desarrollado nos ha permitido
evaluar longitudinalmente, en tiempo real y sin necesidad de sacrificar a los
animales, la fase aguda y cronica de la leishmaniasis visceral e identificar el timo
como un érgano diana de las infecciones por L. donovani. La infeccién del timo
por L. donovani se observo desde el inicio y permanecio estable a los tiempos
estudiados. Los amastigotes de L. donovani fueron localizados en la médula del
timo, como cabria esperar ya que la corteza del timo esta aislada de la circulacion
sanguinea por la barrera hematotimica.

Ademas, dado que la bioluminiscencia in vivo detectada en las regiones de
interés se correlacion6 con la carga parasitaria cuantificada por gPCR, nos
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permitid evaluar la actividad leishmanicida in vivo de los cuatro compuestos
seleccionados. El tratamiento con salinomicina, docetaxel y paclitaxel no redujo
significativamente la sefal bioluminiscente. Sin embargo, la administracion por
via oral de 50 mg/kg de nifuratel dos veces al dia durante 10 dias consiguio
eliminar casi el 90% de la carga parasitaria en el bazo, el 97% en timo y casi un
70% en higado. En cuanto al tratamiento con nifuratel de la leishmaniasis
cutanea, su administracion intralesional produjo la cura parasitologica, tanto en
el sitio de la lesibn como en el ganglio que la drena, apuntando a la baja
biodisponibilidad del nifuratel en el higado y en el bazo como la causa de la no
erradicacion del parasito en estos érganos.

Ante los multiples fracasos en el desarrollo de farmacos frente a esta enfermedad,
otra aproximacién que se ha planteado es encapsular aquellos farmacos con
baja biodisponibilidad o efectos secundarios en nanoparticulas, con el fin de
solventar sus limitaciones e incrementar su eficacia y seguridad in vivo.

Aunque existen muchos tipos de nanoparticulas, nosotros proponemos
aprovecharnos del hecho de que la infeccidén por Leishmania spp. promueve la
polarizacion de los macrofagos al fenotipo M2, caracterizado por la
sobreexpresién del receptor de manosa (CD206) y dirigir la nanoparticula
especificamente a los macréfagos infectados decorando su superficie con
moléculas de manosa. Los resultados obtenidos in vitro demuestran que
efectivamente, esta nanoparticula es endocitada preferentemente por los
macrofagos infectados y que es capaz de llegar hasta el amastigote, liberar el
farmaco y eliminar al parasito.
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Género Leishmania

El género Leishmania pertenece a la familia Trypanosomatidae, clase
Kinetoplastea. Los kinetoplastidos, a diferencia del resto de organismos, albergan
su ADN mitocondrial en una regién especializada de este organulo, denominada
kinetoplasto. EI ADN del kinetoplasto (KADN) se dispone en una unica cadena,
compuesta por moléculas circulares de ADN entrelazadas. Estos anillos de ADN se
dividen atendiendo a su tamafio en maxicirculos (20-40 Kilobases) y minicirculos
(0,5-10 Kilobases) (Figura 1). Los maxicirculos, presentes en pocas copias,
codifican rRNAs y proteinas de la cadena respiratoria. Mientras que, los
minicirculos estan presentes en numerosas copias y codifican RNAs guia, que
participan en el proceso de edicion del ADN -3,

Figura 1. Micrografia electrénica del kADN de un miembro de la clase Kinetoplastea. Flecha
(—) indica un minicirculo; punta de flecha (») sefiala parte de un maxicirculo. Imagen tomada de la
referencia 3.

En el ciclo de vida de Leishmania spp. participan como hospedador definitivo un
mamifero y como vector de trasmision una hembra de fleb6tomo del género
Lutzomya en América, y del género Phlebotomus en Africa, Asia y Europa 45. La
hembra de flebétomo necesita ingerir sangre para completar correctamente la
formacién de sus huevos 87. Al alimentarse de un mamifero infectado succiona,
junto con ella, la forma intracelular del parasito o amastigote (Figura 2(8)). Los
amastigotes se localizan en el interior de las células fagociticas, mayoritariamente
macrofagos, y son liberados por el fleb6tomo al danar la piel del hospedador
durante la toma de sangre 8.
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Una vez en el intestino medio de la mosca, los amastigotes se diferencian en la
forma extracelular del parasito o promastigote. Inicialmente, se transforman en
promastigotes prociclicos de forma ovalada y flagelo corto (Figura 2(9)). En el
subgénero Leishmania, los promastigotes prociclicos se encuentran en el intestino
medio, en cambio en el subgénero Viannia se localizan mayoritariamente en el
intestino posterior. Tras replicarse, los promastigotes prociclicos se diferencian en
nectomonas, de forma esbelta y flagelo largo (Figura 2(10)). Los nectomonas
migran desde el intestino medio hasta la valvula estomoidal. Algunos de ellos, se
adhieren a las microvellosidades del intestino para evitar su expulsion durante la
defecacion, y favorecer asi el establecimiento de la infeccion. En la valvula
estomoidal, los promastigotes nectomonas se transforman en leptomonas (Figura
2(11)), de cuerpo ancho y flagelo corto, que finalmente se replican y diferencian en
promastigotes metaciclicos (Figura 2 (12)) 5810,

Los promastigotes metaciclicos son la forma infectiva del parasito y se caracterizan
por ser de pequefio tamafio y poseer un flagelo muy largo 2. Si la mosca ingiere
sangre por segunda vez, los promastigotes metaciclicos se desdiferencian en una
forma semejante a los leptomonas denominada retroleptomona. Durante esta
desdiferenciacion el flagelo del promastigote se acorta significativamente y el
tamano de su cuerpo se duplica (Figura 2(13)). A diferencia de los promastigotes
metaciclicos, los retroleptomonas son poco maviles y se dividen rapidamente antes
de rediferenciarse a la forma infectiva. Provocando asi un incremento en el nimero
de promastigotes trasmitidos, lo cual aumenta el numero de casos, pero no
necesariamente su severidad 513,

Por ultimo, se han descubierto otras dos formas de promastigotes: los haptomonas
y los paramastigotes. Los haptomonas, con forma de hoja y flagelo corto, se
adhieren al revestimiento cuticular de la valvula estomodeal. Se han descrito como
una forma altruista que favorece la trasmision del parasito, al alterar la alimentacion
de la mosca obstruyendo su esoéfago. Sin embargo, los paramastigotes, son
redondeados y se adhieren al revestimiento cuticular del intestino anterior. Su papel
en el ciclo del protozoo se desconoce ° 4.

Durante la ingesta de sangre, la hembra del flebétomo infectada inocula los
promastigotes metaciclicos al mamifero, junto con su saliva (Figura 2(1)). La saliva
favorece la supervivencia de los pocos parasitos inoculados (entre 10 y 100 por
picadura). Posiblemente, la saliva inhibe la activacién de macréfagos mediada por
IFN-y y su consiguiente produccion de oxido nitrico, principal mecanismo de
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eliminacién del parasito. Ademas, contiene compuestos anticoagulantes vy
vasodilatadores que aumentan el tamario de la lesion 10 15,
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. 1. Infeccion del huésped por la inoculacién de
promastigotes metaciclicos durante la ingesta de sangre del fleb6tomo. 2. Reclutamiento de
neutrofilos. 3. Infeccidon de macrofagos. 4. Diferenciacion a la forma amastigote. 5. Replicacion del
amastigote por fision binaria. 6. Los amastigotes abandonan la célula hospedadora. 7. Infeccion de
nuevas células. 8. Ingestion de parasitos y células infectadas por los flebétomos. 9. Diferenciacion
de los amastigotes en promastigotes prociclicos dentro del tracto digestivo del fleb6tomo. 10.
Diferenciaciéon en nectomonas. 11. Diferenciacion en leptomonas. 12. Diferenciacion a
promastigotes metaciclicos. 13. Diferenciacion ciclica entre metaciclicos y retroleptomonas. Imagen
tomada de la referencia 16.

Los promastigotes metaciclicos infectan a las células fagociticas, esencialmente
macréfagos (infeccion directa) y neutréfilos (Figura 2(2)). Los macréfagos
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posteriormente fagocitan tanto a los neutréfilos infectados (modelo del caballo de
troya) como a los parasitos liberados por los neutréfilos apoptéticos (infeccidon
silenciosa) (Figura 2(3)). En el macréfago, el parasito reside en fagosomas que tras
fusionarse con lisosomas secundarios dan lugar al fagolisosoma o vacuola
parasitéfora. La vacuola parasitéfora es un compartimento acido (pH=5) rico en
péptidos microbicidas y enzimas hidroliticas. Estas condiciones adversas
desencadenan la transformacién del promastigote a amastigote, el cual si es capaz
de sobrevivir en este ambiente hostil (Figura 2(4)). El amastigote es pequefio,
ovalado e inmévil y tras replicarse por fisidén binaria (Figura 2(5)), abandona la célula

(Figura 2(6)). para reinfectar a nuevos macrofagos y células dendriticas (Figura 2(7))
7,15,17

El mecanismo por el que los amastigotes abandonan el macréfago no estéa claro.
La opinibn mas aceptada es que el macréfago infectado estalla liberando los
amastigotes. Sin embargo, datos obtenidos por microscopia sugieren que las
vacuolas, que contienen al parasito, son acumuladas en la periferia de las células
y liberadas mediante un proceso semejante al de exocitosis .

Dependiendo de la especie, las células dendriticas y los macrofagos infectados
migran desde el sitio de infeccion, a los ganglios linfaticos de la piel o al higado,
bazo y médula ésea, causando las distintas enfermedades agrupadas bajo el
término leishmaniasis 4161819,

Leishmaniasis

La leishmaniasis o leishmaniosis son un grupo de enfermedades causadas por al
menos 20 especies del género Leishmania. Excepto en el caso de Leishmania
donovani y Leishmania tropica cuyo reservorio principal es el ser humano, la
leishmaniasis es esencialmente una enfermedad zoondtica en la que los perros y
los roedores actian como reservorios principales 20-22,

Actualmente, esta enfermedad continua su expansion y es endémica en 97 paises,
de acuerdo con el ultimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2.
En los ultimos anos, la urbanizacion y la deforestacion han creado un ambiente
optimo para la supervivencia del vector. Favoreciendo el establecimiento de ciclos
de trasmisién urbanos y domésticos que, junto con la existencia de conflictos
armados, la migracién y otros factores sociales (escasos ingresos y bajo nivel
educativo), son factores de riesgo 42923,
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La leishmaniasis ocupa el segundo lugar en mortalidad y el séptimo en pérdida de
afnos de vida ajustados por discapacidad (AVAD) entre las enfermedades tropicales
olvidadas. Sin embargo, es ignorada incluso dentro de su area. Esta relegacion se
debe fundamentalmente a su compleja epidemiologia y ecologia, junto a la escasez
y subestimacion de los datos de incidencia actual, dada su localizacién en zonas
geograficas con sistemas sanitarios débiles 242,

Las cuatro principales manifestaciones clinicas son leishmaniasis cutanea,
leishmaniasis mucocutanea, leishmaniasis visceral y leishmaniasis dérmica
postkala-azar 2.

Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea (LC) es causada por aquellas especies de Leishmania
que infectan a macréfagos localizados en la piel y en los ganglios linfaticos
adyacentes. En América estas especies son L. amazonensis, L. mexicana, L.
guayanensis, L. panamensis y L. braziliensis mientras que en Europa Asia y Africa
esta enfermedad es causada por L. major, L. tropica y L. aethiopica %78,

Aunque la LC es endémica en 88 paises, las regiones del Mediterraneo Oriental
(74%) y de América (18%) declaran mas del 90% de los nuevos casos (Figura 3).
En 2018, se informaron oficialmente mas de 250.000 nuevos casos de LC,
siguiendo la tendencia ascendente de los Ultimos afios 2°. Sin embargo, basandose
en estudios que han calculado la diferencia entre los casos detectados y los
declarados en Argentina, y en Guatemala y Jordania, se estimé que al afo se
producen entre 0,7 y 1,2 millones de nuevos casos .

La leishmaniasis cutdnea generalmente cura de forma espontanea, pero causa
cicatrices y desfiguraciones que provocan una estigmatizacioén social y problemas
psicoldgicos 2728,

La LC se presenta como una o varias lesiones en el sitio de la picadura, localizado
normalmente en zonas no cubiertas del cuerpo como la cara, los antebrazos y la
parte baja de las piernas. Las lesiones multiples suelen corresponderse con
diferentes picaduras, aunque en ocasiones pueden deberse a la propagacion
linfatica del parasito. Inicialmente las lesiones son papulas que aumentan de
tamano durante semanas o meses hasta convertirse en nédulos. Meses después,
estos nédulos se transforman en ulceras o incluso en placas hiperqueratdsicas en
el caso de las especies presentes en Africa, Asia y Europa (Figura 4).
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Figura 3. Situacion de endemicidad de la leishmaniasis cutanea (LC) en el 2018 en el mundo.
Imagen modificada de la referencia 20.

Las lesiones causadas por L. major, L. tropica y L. mexicana curan
espontaneamente en el plazo de un afo, dejando cicatrices permanentes. Sin
embargo, las lesiones debidas a la infeccion por L. braziliensis L. guayanensis'y L
panamensis (todas ellas del subgénero Viannia) son mas graves y requieren de
varios afios para cicatrizar pudiendo originar una leishmaniasis mucocutanea 2728,

Figura 4. Evolucion de la lesion en un paciente con leishmaniasis cutanea contraida en
Bolivia. Imagen tomada de la referencia 27.

Existen tres variantes de la leishmaniasis cutanea relacionadas con la respuesta
inmunitaria del hospedador: leishmaniasis cutanea difusa, leishmaniasis cutanea
diseminada y leishmaniasis recidivans 2728

La leishmaniasis cutanea difusa cura de forma espontanea y es causada por L.
amazonensis, L. aethiopica y L. mexicana. Se caracteriza por la aparicion
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generalizada de multiples lesiones nodulares semejantes a las observadas en la
lepra lepromatosa. Estos nddulos no son ulcerosos ni sensibles al tacto y a menudo
aparecen alejados del lugar de la picadura 2728,

La leishmaniasis cutanea diseminada sucede en América del Sur y se define por la
aparicion de mas de diez lesiones nodulares y ulcerosas localizadas en dos 0 mas
partes del cuerpo. Ademas, es frecuente la afectacion de las mucosas. La
inmunosupresion es un factor de riesgo tanto para leishmaniasis cutanea difusa
como para la diseminada 2.

Por ultimo, la leishmaniasis recidivans sucede tras la cicatrizacion de las lesiones
causadas por L. tropica, incluso décadas después de la infeccion inicial. Las nuevas
lesiones rodean la antigua cicatriz y puede expandirse progresivamente 2.

La LC puede tratarse de forma sistémica o local dependiendo de la caracteristica
de la lesidn, la especie etioldgica y el riesgo inminente de progresar a enfermedad
mucocutanea. El tratamiento sistémico recomendado por la OMS es la
administracion de antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/dia por via intramuscular
o intravenosa) durante 10-20 dias, dependiendo de la especie. El tratamiento local
recomendado es una pomada de 15% de paromomicina/12% de cloruro de
metilbencetonio dos veces al dia durante 20 dias. En el caso de las especies L.
major, L. tropica, L. aethiopica y L. infatum también se recomienda el uso de
antimoniales intralesionales (1-5 ml por sesion) cada 3-7 dias (1-5 sesiones) 2°.

Ademas, existen terapias locales fisicas, como la termoterapia y la crioterapia, que
poseen altas tasas de éxito. Estas terapias pueden ser de gran utilidad para los
pacientes a los que se les restringe los tratamientos anteriores, como por ejemplo
en mujeres embarazadas, asi como en infecciones resistentes a farmacos 2" %, La
termoterapia consiste en destruir directamente los parasitos al aplicar calor en los
tejidos infectados con un laser de CO2. Aunque, requiere la administracién de
anestesia local, la aplicacién directa de calor favorece la cicatrizacion de las
lesiones 2%, La crioterapia utiliza nitrégeno liquido (a-195°C) y causa la muerte del
protozoo al provocar la formaciéon de hielo en su interior. Sus principales efectos
secundarios son edema y eritema en el sitio de aplicacion, e hiper o
hipopigmentacion 2930,
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Leishmaniasis mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) es causada por la expansion de
determinadas especies de Leishmania (L. braziliensis L. guayanensis y L
panamensis) desde las capas superficiales de la piel al tejido mucocutaneo
subyacente. El 10% de las personas infectadas por L. braziliensis desarrollan LMC,
incluso afios después de la resolucion de la primera lesidon. La mayoria de los casos
se localizan en América del Sur, especialmente en Brasil y Peru. Se caracteriza por
la destruccion de las mucosas y el cartilago oro-nasofaringeo, provocando
desfiguraciones graves (Figura 5). Ademas, esta destruccion del tejido
mucocutaneo dificulta la funcidn respiratoria y la nutricion de la persona, pudiendo
provocar su muerte por malnutricion o por neumonia por aspiracion. También las
personas que padecen LMC a menudo fallecen por infecciones secundarias 27-28.

Figura 5. Lesiones causadas por leishmaniasis mucocutanea grave. En la parte izquierda de la
figura, lesién que afecta a la fosa nasal derecha, al labio superior y al surco nasal. En la parte
derecha de la figura, lesion que afecta a la Uvula y al paladar blando adyacente. Imagen tomada de
la referencia 27.

Aunque, la LMC normalmente no responde al tratamiento, la OMS recomienda el
uso de antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/dia por via intramuscular o
intravenosa) durante 30 dias %°.

Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral (LV) es causada por L. donovani, en Asia y Africa, y por
L. infantum, en la cuenca mediterranea y América. Estas dos especies de
Leishmania infectan a las células dendriticas y a los macréfagos localizados en el
sistema reticuloendotelial, principalmente en el higado, el bazo y la médula 6sea.
Aunque tradicionalmente se ha clasificado a la especie L. tropica como agente
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causante de LC, casos de LV debidos a cepas de L. tropica viscerotropicas han
sido documentados 27:28,

A pesar de que la LV es endémica en 78 paises, la region del Este de Africa (45%),
el subcontinente indio (28%) y Brasil (20%) reportan mas del 90% de los nuevos
casos (Figura 6). Desde el 2011 el numero de casos reportados de LV ha
disminuido paulatinamente. Esta disminucion se debe al programa de eliminacién
instaurado por la OMS en el sudeste asiatico, que ha promovido una reduccién en
el niumero de casos declarados por esta region 2°. Sin embargo, Alvar et al.
estimaron que al ano suceden entre 200.000 y 400.000 casos nuevos de LV.
Apoyandose en dos estudios que concluyeron que el numero real de casos frente
al numero reportado era entre 4,2 y 8,1 veces mayor en la India y aproximadamente
1,8 veces superior en Brasil 2.

g/@ World _Hea_lth Number of new VL cases reported, 2018
E\si 774 Organization B 1000
I 500 - 999
I 100 - 499 [ ] No autochtonous cases reported
[ ] <100 [ ] Nodata
/o [ ] Not applicable

Figura 6. Situaciéon de endemicidad de la leishmaniasis visceral (LV) en el 2018 en el mundo.
Imagen modificada de la referencia 20.

La LV resulta fatal en mas del 95% de los casos si no se trata. A diferencia del
numero de casos, la tasa de fatalidad de la LV se ha incrementado levemente en
los ultimos 4 anos, desde el 2,1% al 3,3 % de media, alcanzando sus maximos en
paises como Brasil con un 10.6% y Paraguay con un 26,3% 2°. Sin embargo, la tasa
de fatalidad real de la LV es mucho mayor, ya que una gran parte de las muertes
ocurre fuera de los hospitales, y no son reconocidas. Empleando una tasa de
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fatalidad global del 10% y asumiendo que practicamente todas las muertes son por
LV, Alvar et al. estimaron que al afo fallecen entre 20.000 y 40.000 personas por
leishmaniasis 6.

La LV puede aparecer de forma aguda o afios mas tarde tras un episodio de
inmunodepresion. Los sintomas caracteristicos de la LV son hepatoesplenomegalia
y fiebre persistente e irregular. Ademas, es comun que los pacientes padezcan
hipergammaglobulinemia, pérdida de peso y pancitopenia, especialmente en las
fases avanzadas de la enfermedad. La pancitopenia e inmunosupresion, causadas
por la proliferacion del parasito en la médula 6sea, aumentan el riesgo de sufrir
infecciones secundarias que junto con la anemia pueden conducir a la muerte del
paciente 2728,

Otro sintoma menos frecuente de la LV y que origina su nombre hindi: kala-azar
(significa “fiebre negra”) es la hiperpigmentacién de la piel. Esta hiperpigmentacion
de la piel se debe a un aumento de la produccion de hormona adrenocorticotropa
(ACTH), inducido por citoquinas 2" %,

La coinfeccion con el VIH es uno de los principales retos en el control de la LV
porque no solo aumenta el riesgo de padecerla en varios cientos de veces, sino
que las formas desarrolladas, por las personas coinfectadas, son mas severas y
dificiles de tratar 292,

El tratamiento para LV recomendado por la OMS depende del agente causal y del
area geografica. La LV causada por L. infantum en la cuenca del Mediterraneo,
oriente medio y Asia central debe tratarse con Ambisome® como farmaco de
primera eleccién (3-5 mg/kg/dia por via intravenosa durante 3-6 dias hasta un total
de 18-21 mg/kg). Como segunda eleccion con antimoniales pentavalentes (20
mg/Kg/dia por via intramuscular o intravenosa) durante 28 dias o como tercera
eleccion con anfotericina B desoxicolato (0,75-1.0 mg/kg/dia por via intravenosa,
diariamente o en dias alternativos durante 20-30 dosis, con una dosis total de 2-3
g). El tratamiento de la LV causada por L. donovani en Africa consiste en
antimoniales pentavalentes (20 mg/Kg/dia por via intramuscular o intravenosa)
junto con paromomicina (15 mg/Kg/dia por via intramuscular), durante 17 dias. Sin
embargo, la aparicion de resistencias en el subcontinente indio ha reemplazado los
antimoniales como farmaco de primera eleccion por el uso de anfotericina B
liposomal en dosis repetidas (3-5 mg/Kg/dia por infusidn administrada en un
periodo de 3 a 5 dias, con una dosis total de 15 mg /kg) o en dosis unica (10 mg/kg
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por infusién) 23133, Con el fin de evitar el desarrollo temprano de resistencias
también se utilizan combinaciones de una unica dosis de Ambisome® con
miltefosina durante 8 dias o con paromomicina durante 11 dias 34.

Leishmaniasis dérmica postkala-azar

La leishmanisis dérmica postkala-azar (LDPK) sucede tras el tratamiento de la LV
causada por L. donovani. Actualmente no se comprende su patogenia por completo,
pero esta relacionada con una respuesta inmune exacerbada por parte del
hospedador en contra de los parasitos residuales de la piel inducida por IFN-y 27:28,

En Asia, la LDPK ocurre en el 5-10% de los casos 2 o 3 afos después de finalizar
el tratamiento frente a la LV. Mientras que en Africa sucede hasta en el 50% de los
casos, pero dentro del primer afio tras el tratamiento 27.

Figura 7. Lesiones causadas por leishmanisis dérmica postkala-azar (LDPK). En la parte
izquierda de la figura, erupcion maculopapular eritematosa en un nifio. En la parte derecha de la
figura, erupcion macular hipopigmentada en un adulto. Imagen tomada de la referencia 27.

La LDPK se caracteriza por la aparicion de erupciones alrededor de la boca vy el
tronco que pueden extenderse gradualmente. En Africa, predomina la erupcién
maculopapular eritematosa, que cura espontaneamente en el 85% de los casos
durante los 12 primeros meses. Sin embargo, en Asia prevalece la erupcién
macular hipopigmentada, que no cura de forma natural (Figura 7). Generalmente
estas lesiones son problemas estéticos, pero es importante tratarlas porque pueden
actuar como reservorios durante décadas 2% 27:28,
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El tratamiento recomendado por la OMS para la LDPK es anfotericina B a una dosis
de 1 mg/kg/ dia entre 60-80 infusiones intravenosas durante 4 meses. En el
subcontinente indio se recomienda una dosis mas alta (50-100 mg) durante 3
meses 3'.

Principales farmacos leishmanicidas en uso clinico
Antimoniales Pentavalentes

Los antimoniales pentavalentes han estado disponibles durante casi 70 décadas, y
constituyen la primera linea de tratamiento frente a la leishmaniasis. Sus dos
principales formulaciones son el antimoniato de meglumina (Glucantime ®) y el
estibogluconato de sodio (Pentostam®) (Figura 8) 2% 3536

A pesar de que el modo de accién de los antimoniales pentavalentes no ha sido
establecido por completo, sus principales mecanismos de accion son: ) inhibir la
glicolisis y la oxidacion de los acidos grasos, causando una disminucion de ATP en
el protozoo, Il) inhibir a la Tripanotién reductasa, esencial en la defensa del parasito
frente al estrés oxidativo y Ill) provocar la fragmentacion del ADN del protozoo,
induciendo asi su muerte por un proceso semejante a la apoptosis 33741,
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meglumine antimoniate (1) Sodium stibogluconate (2)

Figura 8. Estructura de los antimoniales pentavalentes en uso clinico. Imagen tomada de la
referencia 22.

Por ultimo, los antimoniales pentavalentes también poseen un efecto
inmunomodulador sobre la célula del hospedador. En concreto, se ha descrito que
activan rutas de senalizacion via PI3K (fosfoinositol 3-quinasa), PKC (proteina
quinasa C) y MAPKs (proteinas quinasas activadas por mitégenos), las cuales
eliminan al parasito mediante la generacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) y 6xido nitrico 3842,
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Los antimoniales pentavalentes poseen un bajo coste y requieren de dosis bajas
para ser eficaces. Sin embargo, el uso de estos compuestos esta limitado por la
necesidad de administraciones parenterales diarias, la aparicion de resistencias y
su gran toxicidad. Los efectos adversos incluyen irritacion local, nauseas, vomitos,
anorexia, artralgia, mialgia, alteraciones cardiacas y aumento de las enzimas
hepaticas y pancreaticas 294043,

Los antimoniales pentavalentes (SbV) sélo son activos, tras ser reducidos a su
forma trivalente (Sblll). Los SbV pueden ser reducidos por la célula hospedadora,
y el Sblll formado es transportado al parasito por la Aquoporina 1 (AQP1), o pueden
entrar directamente en el amastigote y ser convertidos a Sblll en su interior.
Finalmente, el Sblll, tras ser conjugado con el tripanotién, es secuestrado en el
interior de una vesicula intracelular por MRPA (Multidrug resistance associated
protein A) o expulsado fuera del parasito 29:3%.36.38:41,43

ShV+] —— SpV
MRPA /

Try + Sblll

Amastigote

Figura 9. Mecanismos moleculares de la resistencia a antimoniales pentavalentes en cepas
aisladas de Leishmania spp. La figura muestra un amastigote en el interior de un macrofago.
Explica los métodos de entrada de los antimoniales y los mecanismos intracelulares empleados por
el parasito para expresar el fenotipo resistente. AQP1 (aquaporina 1), MRPA (multidrug resistance
associated protein A), SbV (antimonial pentavalente), Sblll (antimonial trivalente), Try (Tripanotion).
Imagen creada con BioRender.com.
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Después de la aparicidon de graves resistencias en Bihar y Nepal, los antimoniales
pentavalentes dejaron de ser el farmaco de eleccién en la India. Las cepas de L.
donovani, aisladas de pacientes en ambas areas, poseen diferentes mecanismos
de resistencia (Figura 9). El primer mecanismo de resistencia observado consiste
en inactivar el gen de la AQP1, reduciendo asi la entrada de farmaco activo (Sblll)
en el parasito. El segundo mecanismo se basa en sobreexpresar la proteina MRPA,
inactivando asi la mayor parte del farmaco localizado en el parasito (Figura 9).
Habitualmente, las cepas resistentes que sobreexpresan MRPA también
sobreexpresan la enzima Triparredoxina peroxidasa (TryP). La TryP favorece la
conjugacion del Sblll, ya que aumenta los niveles de tripanotion reducido en el
parésito 35,38,40,41,43_

Finalmente, en cepas resistentes de laboratorio se han descrito otros mecanismos
de resistencia como la sobreexpresion de los transportadores encargados de
expulsar al Sblll fuera de la célula y la incapacidad de reducir el SbV a su forma
activa 3941,

Anfotericina B

La anfotericina B se ha utilizado como antifungico durante los ultimos 70 anos y
como leishmanicida desde la década de los sesenta (Figura 10). Es el farmaco de

eleccion en la India tras la pérdida de eficacia de los antimoniales pentavalentes
29,35,43

La anfotericina B provoca la muerte del parasito al unirse al ergosterol de su
membrana y formar poros en ella (Figura 11) 29354445 Dada su baja
biodisponibilidad y su insolubilidad en agua, la anfotericina B se administra por via
intravenosa y unida a micelas de desoxicolato (Fungizone®).
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Figura 10. Estructura de la anfotericina B. Imagen tomada de la referencia 22.
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Los pacientes tratados con anfotericina B deben ser hospitalizados por largos
periodos de tiempo, ya que frecuentemente padecen efectos adversos graves como
fiebre, hipocalemia, miocarditis y nefrotoxicidad 29 31,3537,

Con el objetivo de disminuir estos efectos secundarios, se desarrollaron varias
formulaciones lipidicas de anfotericina B. Sin embargo, solo la forma liposomal
AmBisome® esta actualmente aprobada por la FDA. A pesar de que al encapsular
la anfotericina B en un liposoma se redujo significativamente su toxicidad, el uso
del Ambiosome® esta restringido a los paises desarrollados debido a su elevado
coste (25 veces superior al de la anfotericina B convencional) 2931, 37.46:47

Actualmente, la OMS promueve el uso de una unica dosis de Ambisome®. Este
régimen posee claras ventajas desde el punto de vista de la salud publica, ya que
no requiere la hospitalizacion del paciente ni varias administraciones. Sin embargo,
la dosis administrada en estd unica inyeccién no difiere mucho del minimo
necesario para tratar la enfermedad, existiendo asi el riesgo de que esta

monoterapia, al no ser siempre curativa, seleccione parasitos resistentes al farmaco
43
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binding 8 formation
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Figura 11. Representacion esquematica del mecanismo de accion de la anfotericina B (AMB).
Imagen creada con BioRender.com.

Aunque el fendbmeno de resistencia ha sido considerado de bajo riesgo para la
anfotericina B, ya se han notificado casos en la India. La cepa resistente de L.
donovani aislada del paciente habia reemplazo el ergosterol de su membrana por
colesterol exdgeno 3743,
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Miltefosina

La miltefosina es un analogo de la fosfatidilcolina, empleado originariamente como
antineoplasico (Figura 12). Actualmente, es el unico farmaco de via oral aprobado
para el tratamiento de la leishmaniasis 293244,

La miltefosina posee principalmente dos mecanismos de accién: |) inhibir la sintesis
del ergosterol, componente esencial de la membrana del parasito e Il) inhibir a la
Citocromo C oxidasa, provocando asi la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y la disminucién de los niveles de ATP en el protozoo. Ademas, la
miltefosina provoca la muerte de la célula hospedadora, al inhibir la via de
sefalizacion Akt/PKB que promueve la supervivencia 3543.37:48-50,

Miltefosine (5)

Figura 12. Estructura de la miltefosina. Imagen tomada de la referencia 22.

Los efectos secundarios del tratamiento con miltefosina frecuentemente son
alteraciones gastrointestinales, como vomitos, diarrea y dolor abdominal. Ademas,
puede provocar hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y teratogenicidad. Dada la larga
vida media de la miltefosina aproximadamente una semana, y sus efectos
teratogénicos, las mujeres en edad fértil deben tomar anticonceptivos desde el
inicio del tratamiento hasta tres meses después de su finalizacion 2%31.37,38.48

Después de apenas una década de uso, la aparicion de resistencias frente a la
miltefosina conllevd una gran pérdida de efectividad en la India y en Nepal.
Actualmente solo se recomienda su uso en combinacién con otros farmacos en esta
regién 29,31,47,48_

La miltefosina entra en el parasito por dos vias diferentes: es endocitada tras unirse
a la cara externa de la membrana o bien mediante la traslocacion del transportador
de membrana LMT (Leishmania Miltefosina Trasnporter). Las resistencias
observadas en aislados clinicos de L. donovani se deben a una reduccion de la
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entrada de miltefosina al parasito a causa de la inactivacién o delecién del gen del

LMT 35,38,39,49.

Por ultimo, en cepas resistentes de laboratorio se ha descrito otro mecanismo de
resistencia a miltefosina basado en la disminucién de su concentracion intracelular,
mediante la sobreexpresion de los trasportadores ABC encargados de expulsar al
farmaco fuera del parasito °°.

Desarrollo de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis se basa unicamente en la
quimioterapia, ya que, pese a los numerosos intentos realizados °°-%2, no existe una
vacuna eficaz 3. Sin embargo, dada la perdida de eficacia y la elevada toxicidad de
estos tratamientos es necesario desarrollar nuevos farmacos 2%4-66. En los ultimos
afos, el desarrollo de farmacos leishmanicidas mas seguros, asequibles y eficaces
ha sufrido un gran impulso ya que, gracias a la colaboracién de entidades
supranacionales, como DNDi, centros de investigacion publicos y privados e
instituciones académicas se han iniciado los ensayos clinicos de un gran numero
de compuestos 6772,

Estrategias aplicadas en el desarrollo de nuevos tratamientos

En el desarrollo de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis, se han seguido
principalmente cuatro estrategias: |) descubrimiento de farmacos de novo, Il)
reposicionamiento de farmacos, Ill) combinacién de dos o mas farmacos y V)
nanoencapsulacion de farmacos.

Descubrimiento de farmacos de novo

El descubrimiento de farmacos de novo consiste en cribar nuevos compuestos de
sintesis quimica y/o de origen natural e identificar aquellos con actividad
antiparasitaria 3.

Reposicionamiento de farmacos

El reposicionamiento de farmacos consiste en encontrarle un nuevo uso a un
farmaco aprobado frente a otra enfermedad. Esta estrategia permite reducir el
tiempo y el coste necesarios para la comercializacion del farmaco, ya que el
desarrollo preclinico y clinico puede basarse en los datos farmacocinéticos y de
seguridad ya conocidos (Figura 13) 7475,
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Dado el elevado coste (~ 800 millones de ddlares) y tiempo (entre 10-17 afos)
necesarios para la comercializacion de un nuevo farmaco junto con la baja
probabilidad de éxito (< 10%), la estrategia del reposicionamiento de farmacos es
especialmente atractiva para enfermedades, como la leishmaniasis, en la que los
ingresos salariales del paciente medio no supera los 2 ddlares al dia 7® y el
desarrollo urgente de un nuevo farmaco rentable, simplemente, no es una
operacion econdomicamente viable para las grandes compafias farmacéuticas. De
hecho, dos de los principales tratamientos contra la leishmaniasis, la anfotericina B
y la miltefosina, provienen del reposicionamiento de farmacos 29.6573.77-79,

Figura 13. Comparacion entre las rutas de descubrimiento de farmacos de novo y de

reposicionamiento. Imagen tomada de la referencia 75.
Terapia combinada

La terapia combinada consiste en utilizar simultaneamente dos o mas farmacos,
con mecanismos de accion distintos, que posean efectos sinérgicos o aditivos. Al
combinar ambos compuestos, administramos una dosis mas baja de cada uno de
ellos, reduciendo sus efectos secundarios y el riesgo de seleccionar parasitos
resistentes 29647780 Actualmente, se esta aplicando en Africa como primera linea
de tratamiento frente a la LV la combinacion de antimoniales pentavalentes +
paramomicina, sin embargo, la administracion es muy dolorosa y requiere la
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hospitalizacion del paciente. Por ello en los ultimos afios, se han testado
combinaciones que eviten el uso de la paramomicina. A saber, una unica dosis de
Ambiosome® combinada con 10 dias consecutivos de miltefosina o con 10 dias
consecutivos de estibogluconato de sodio. Sin embargo, en los ensayos clinicos en
fase Il, ninguna de estds combinaciones mejoré los resultados del tratamiento de
eleccion 81,

Nanoencapsulacion de farmacos

La nanoencapsulacion se basa en usar una nanoparticula como vehiculo para un
farmaco. Aunque se han empleado varios tipos de nanoparticulas en el tratamiento
de la leishmaniasis (nanoemulsiones, nanoparticulas metalicas, niosomas etc), las
mas utilizadas son los liposomas y las nanoparticulas poliméricas 829,

Los liposomas son vesiculas cuya membrana estd formada por una bicapa de
fosfolipidos. Mientras que los farmacos hidrofilicos son encapsulados en el nucleo,
los farmacos hidrofébicos se localizan entre las dos capas de su membrana (Figura
14). Finalmente, los liposomas liberan los compuestos al ser internalizados vy

degradados por la célula o tras la fusién de las membranas liposomal y celular 8294
97

Las nanoparticulas poliméricas son estructuras lineales o ramificadas compuestas
generalmente por poli(etilenglicol) (PEG), poli(lactico-co-glicolico) (PLGA),
polisacaridos (como el quitosano y el alginato) y polimeros proteicos (como la
albumina) (Figura 14). El farmaco puede estar conjugado covalentemente a la
nanoparticula, formando un profarmaco macromolecular, o encapsulado no
covalentemente en su interior. La liberacién del profarmaco esta desencadenada
por la rotura del enlace que une el farmaco con la nanoparticula. Sin embargo, la
liberacion del farmaco encapsulado requiere un cambio en la estructura del
polimero 829497,

La nanoencapsulaciéon de un compuesto permite: 1) reducir sus efectos secundarios,
II) mejorar su biodisponibilidad, y Ill) facilitar nuevas vias de administracién, como
la via oral, al aumentar la solubilidad en agua del compuesto y protegerlo de una
rapida degradacion 829497 Ademas, en la superficie de la nanoparticula pueden
conjugarse receptores, ligandos o moléculas de sefializacién que permiten dirigir el
farmaco a tejidos y tipos celulares especificos. En el tratamiento de la leishmaniasis,
las nanoparticulas se han recubierto con azucares, como la manosa, la galactosa
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y la fucosa, para favorecer su reconocimiento e internalizacion por los macréfagos,
que sobreexpresan los receptores de este tipo de azlcares 998107

Liposome Polymeric Nanoparticle

| Hydrophillic
phosphate head

Hydrophobic
fatty acid tails

. Hydrophilic drug

. Hydrophobic drug

Polymer

Figura 14. Esquema de un liposoma y una nanoparticula polimérica. En la parte izquierda de la
imagen, esquema de un liposoma. La bicapa de fosfolipidos rodea el nucleo acuoso del liposoma,
permitiendo transporte de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos. Se muestra la estructura de un solo
fosfolipido. En la parte derecha, esquema de una nanoparticula polimérica que puede transportar
farmacos hidrofébicos o hidrofilicos. Imagen creada con BioRender.com.

Evaluacion de la actividad leishmanicida in vitro

Las fases iniciales del descubrimiento de farmacos incluyen la evaluacion in vitro
de la citotoxicidad y actividad leishmanicida de grandes librerias de compuestos.
Actualmente, la identificacion de los compuestos activos frente a Leishmania
(""hits”") se lleva a cabo en cribados de alto rendimiento (HTS del inglés High-
throughput screening) frente al parasito completo (ensayos fenotipicos) o frente a
una proteina especifica (ensayos dirigidos a diana). Aunque se basan en
paradigmas opuestos, ambos enfoques se complementan entre si. La
deconvolucion o identificacion de la diana terapéutica de compuestos
seleccionados en ensayos fenotipicos, ademas de ser una ventaja para su
desarrollo clinico (facilita su optimizacion, el control de las resistencias etc), puede
ser la base para nuevos ensayos basados en diana 6%66.73,77.79,108-110

Ensayos dirigidos a diana

Una diana terapéutica es una proteina que es esencial para la supervivencia del
parasito, pero que esta ausente o, al menos, es estructuralmente diferente en el
hospedador. Sin embargo, la mayoria de los compuestos leishmanicidas
seleccionados por inhibir o interferir con ellas, finalmente, no eran capaces de matar
al parasito 6477108110 | 5 principal razén de esta falta de actividad es que las
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numerosas dianas descritas hasta la fecha en Leishmania '1%'24 no estan realmente
validadas quimica y genéticamente 2.

Ensayos fenotipicos

Los ensayos basados en células, son el punto de partida en el proceso de busqueda
de nuevos farmacos frente a Leishmania, dada la ausencia de dianas realmente
validadas en este parasito 73:79.80.109,125

Actualmente, no existe un consenso claro sobre que ensayo es el 6ptimo en
términos de reproductibilidad, relevancia bioldgica e intensidad de trabajo 126-12°.

Enuninicio, los compuestos eran testados frente a la forma extracelular del parasito
porque, a diferencia del amastigote, que requiere una célula hospedadora, el
promastigote es facil y barato de cultivar a gran escala, permitiendo evaluar
rapidamente y con un bajo coste un gran nimero de compuestos (Figura 15) 129-136,
Sin embargo, dado que los amastigotes y los promastigotes son muy diferentes
tanto morfolégicamente como bioquimicamente, el uso de estos ultimos conlleva el
riesgo de identificar compuestos inactivos frente a la forma clinicamente relevante
129,137 Sjquera-Neto et al., Zulfiqar et al. y De Muylder et al. observaron que,
respectivamente, un 96%, 79% y 56% de los compuestos activos en el ensayo

frente a promastigotes, eran inactivos frente a la forma intracelular (falsos positivos)
131,138,139

Posteriormente, se desarrollaron cultivos de amastigotes axénicos con el objetivo
de cribar los compuestos frente al estadio causante de la enfermedad sin el
inconveniente de necesitar una célula hospedadora '28.140-142 | os amastigotes
axénicos son amastigotes adaptados a crecer fuera de la célula hospedadora en
un medio que mimetiza las condiciones de la vacuola parasitéfora (Figura 15)
128,129,140,141,143  Existen dos métodos para obtener amastigotes axénicos: |)
desencadenar la transformaciéon de promastigote a amastigote incrementando la
temperatura de cultivo, y Il) aislar directamente los amastigotes de un tejido
infectado. El primer intento de cultivo de amastigotes axénicos exitoso fue en L.
pifanoi en 1984 y, desde entonces, se han cultivado amastigotes axénicos de un
gran nimero de especies 44149,

Aunque los amastigotes axénicos morfolégicamente y bioquimicamente son
similares a los amastigotes derivados de una lesién 43 130 en términos de
expresion génica son mas semejantes a los promastigotes '°'-153, Evidenciando que
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las condiciones de cultivo de los amastigotes axénicos (temperatura elevada y pH
acido) pueden inducir la diferenciacién del parasito, pero no reemplazar las
interacciones hospedador-amastigote ni su impacto en la expresién génica e
infectividad 152154,
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Figura 15. Fotografia tomada en el microscopio 6ptico de promastigotes y amastigotes
axénicos de la especie L. chagasi. Promastigotes (izquierda) cultivados a 26°C y pH7,4 y
amastigotes axénicos (derecha) cultivados a 37°C y pH 5,5. El aumento utilizado fue 1000X. Imagen
tomada de la referencia 145.

A pesar de que los amastigotes axénicos surgieron como una alternativa mas
fisioldgica, los porcentajes de falsos positivos obtenidos en los distintos ensayos,
un 69% por Pena et al. y un 78% por De Rycker et al., no son significativamente
mejores que los observados anteriormente en los ensayos de promastigotes 129155,
Nuhs et al. propusieron que el elevado porcentaje de falsos positivos obtenido por
De Rycker et al. se debe a que el ensayo no sélo identificé compuestos que eliminan
al parasito, sino que también seleccioné aquellos compuestos que ralentizan su
crecimiento (citostaticos)'?®. Estos compuestos citostaticos suelen ser inactivos
frente a los amastigotes intracelulares, ya que, a diferencia de los amastigotes
axénicos, que crecen exponencialmente, los intracelulares apenas se dividen vy
poseen un metabolismo ralentizado 128195156 No obstante, esta no es la principal
causa de la falta de correlacion entre ambos modelos ya que, tras optimizar el
ensayo, el porcentaje de falsos positivos observado por Nuhs et al. continud siendo
elevado (51%) 1%°.

La discordancia entre los resultados obtenidos en las formas libres del parasito
(promastigotes y amastigotes axénicos) y los resultados en los amastigotes
intracelulares, se debe tanto a las diferencias biolégicas anteriores como a la
localizacion del parasito en el fagolisosoma 127:129.138,156
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En el ensayo de promastigotes/amastigotes axénicos, el parasito esta expuesto
directamente al compuesto y, por tanto, éste solo debe atravesar su membrana
para ejercer su accion. Sin embargo, para que una molécula sea activa frente al
amastigote intracelular ésta debe ser capaz de alcanzarlo, atravesando dos
membranas mas (la membrana celular del macréfago y la membrana de la vacuola
parasitéfora). Asimismo, los compuestos deben soportar cambios significativos del
pH y ser estables en el ambiente del fagolisosoma (caracterizado por un pH acido
y la presencia de enzimas lisosomales y de radicales libres) 129.131.138,143,155,156  pgr
ultimo, los ensayos en las formas libres del parasito no detectan profarmacos, es
decir compuestos que para ser activos deben ser previamente metabolizados por
la célula hospedadora, como sucede con los antimoniales pentavalentes. 131157,

Estas diferencias entre los distintos modelos y su efecto en la accién de los
compuestos confirman que los amastigotes intracelulares son el modelo mas

apropiado para llevar a cabo el cribado de compuestos frente a Leishmania 137
139,158, 159

Tradicionalmente, la seleccion de compuestos en modelos intracelulares in vitro ha
empleado ambas formas del parasito 128130.131,138,155,160 ' sjendo los amastigotes los
que reproducen con mayor exactitud lo que sucede en el hospedador 29161,
Generalmente, se utilizan amastigotes aislados de tejido, sin embargo, su uso a
gran escala es dificil de conseguir, y habitualmente se sustituyen por amastigotes
axénicos %,

Independientemente de la forma del parasito empleada, es crucial eliminar los
parasitos no internalizados durante la infeccion, porque pueden reinfectar a las
células vecinas e interferir en los resultados. Lavar los parasitos extracelulares sin
dariar a las células hospedadoras puede ser problematico 127:129.162 Tegazzini et al.
propone afadir suero de caballo (SC) al medio de cultivo ya que observoé que el SC
elimina los parasitos extracelulares, tras pocas horas de incubacion, reduciendo el
numero de lavados y el riesgo de dafiar a las células 2.

Como célula hospedadora, se han utilizado diferentes tipos de macréfagos
primarios y lineas celulares tanto de origen murino como humano Tabla 1.
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Tabla 1. Diferentes poblaciones de macréfagos empleadas como célula hospedadora en
infecciones in vitro de Leishmania spp.

Célula Método de
hospedadora

Origen . oy Abreviatura Referencia
diferenciacion

Células primarias

Macrofagos Murino - PEMs 160, 163,164,165
peritoneales

Factor estimulante

Macréfagos 7
9 de colonias de

derivados de Murino . BMDMs 166,167,168,169
médula ésea TEEEIEGOS (-
CSF)
Macroéfagos Factor estimulante
derivados de de colonias de
monocitos de AITERE macroéfagos (M- HELLELE 170
sangre periférica CSF)

Forbol 12- miristato

THP-1 Humano 13-acetato (PMA) - 129,131,137,138,155,162
Forbol 12- miristato

U937 Humano 13-acetato (PMA) - 171,172

Las células primarias imitan con mas precision lo que ocurre en el hospedador que
las lineas celulares, pero son incompatibles con las necesidades de los cribados a
gran escala 2%162, |a actividad leishmanicida de los compuestos depende de la
célula hospedadora utilizada en el cribado. Cada tipo celular posee un origen y nivel
de infeccién diferente, que repercuten en la accién del compuesto 73174, Por
ejemplo, Seifert et al. observd que el estibogluconato de sodio es 56 veces mas
potente frente a L. donovani en PBMDM que en THP-1 diferenciadas 7.

Alternativamente a las infecciones in vitro, se han llevado a cabo cribados de alto
rendimiento en explantes de bazo y de ganglio linfatico de animales infectados. El
explante, a diferencia de las infecciones in vitro, contiene toda la variedad de células
del 6rgano y las citoquinas secretadas por estas. Dado el papel clave que juega la
respuesta inmune del hospedador tanto en la patogénesis de la leishmaniasis como
en la eficacia de muchos de los farmacos actuales, testar los compuestos dentro
del ambiente inmunopatolégico de un hospedador infectado supone una gran
ventaja sobre las infecciones in vitro. Ademas, este modelo permite: I) evaluar los
compuestos en una infeccién crénica establecida durante semanas, lo cual se
asemeja mas a las infecciones humanas, y Il) seleccionar compuestos que
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interfieran con las vias metabdlicas del amastigote intracelular y/o con la respuesta
inmune promotora de la enfermedad '26:127.175,

Los cribados frente a amastigotes intracelulares son laboriosos. Clasicamente, la
cuantificacion de la carga parasitaria se ha llevado a cabo mediante recuento
microscopico. Tras tefiir las células infectadas con el colorante Giemsa, se
determina el numero de células infectadas y el numero de amastigotes por célula
en 50-300 macrofagos (Figura 16). Esta técnica es tediosa y dificulta el testado de
varios compuestos a la vez 140.142176-178 Por este motivo, el cribado de grandes
librerias de compuestos mayoritariamente se ha llevado a cabo en dos pasos: un
cribado primario en una forma libre del parasito, para reducir el tamafo de la libreria,
y un cribado secundario en amastigotes intracelulares de los compuestos activos

en el ensayo anterior, para confirmar su actividad frente a la forma intracelular 28
131,139,143,156,161,179_
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Figura 16. Fotografia de macréfagos infectados con Leishmania spp y tefiidos con Giemsa.
(A) Macrofagos sin tratar. (B) Macréfagos infectados y tratados con 0.02ug/mL de anfotericina B.
Las flechas indican los macréfagos infectados. Barra: 50 ym. Imagen tomada de la referencia 178.

Sin embargo, gracias a las nuevas tecnologias y a la incorporacién de parasitos
transgénicos, se ha incrementado el rendimiento de estos ensayos en amastigotes
intracelulares y se ha solventado la necesidad de seguir esta estrategia en dos
pasos. Los cribados de alto rendimiento actuales estiman el numero de amastigotes
viables mediante dos tipos de métodos: los basados en la lectura de microplacas y
los basados en la microscopia de alto contenido (HCM) 127.129.176,177,

Los métodos basados en la lectura de microplacas determinan indirectamente el
numero de amastigotes en todo el pocillo. Mientras que los HCM cuentan
directamente el niumero de células infectadas, el nUumero de amastigotes por célula
y el numero de macroéfagos, permitiendo estos ultimos discriminar entre la actividad
derivada de matar especificamente al parasito versus la actividad debida a danar a
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la célula hospedadora 129137156 Sj bien los HCM proporcionan un analisis célula a
célula mas completo, son métodos complejos unicamente llevados a cabo en
infecciones in vitro y que requieren de un equipamiento costoso e inalcanzable para
algunos laboratorios (Figura 17) 122175,

A

Citoplasma

Parasitos

Figura 17. Métodos empleados actualmente para la cuantificacion del nimero de amastigotes
viables. (A) Método basado en la lectura de microplacas que emplea parasitos modificados
genéticamente para que expresen una proteina infrarroja (iRFP). Registro de la fluorescencia
infrarroja emitida por una placa de 384 pocillos. Imagen tomada de la referencia 175. (B) Método
basado en la microscopia de alto contenido (HCM) que utiliza parasitos modificados genéticamente
para que expresen una proteina fluorescente (GFP). Las células hospedadoras son identificadas
gracias a las tinciones del nucleo (DAPI) y del citoplasma. Los parasitos fluorescentes son
localizados mediante la proteina GFP. El resultado del analisis se muestra en el panel inferior
derecho (citoplasma: contorno verde, amastigotes: contorno amarillo). Imagen modificada de la
referencia 129.

En los métodos basados en la lectura de microplacas, los parasitos han sido
modificados genéticamente para que sinteticen proteinas fluorescentes o enzimas
como la luciferasa o la B-lactamasa. La fluorescencia/bioluminiscencia emitida o la
cantidad de sustrato fabricado por los parasitos transfectados es directamente
proporcional a la viabilidad del parasito 127, 180,181,

En los HCM, existen dos técnicas para localizar y contar a los parasitos: |) usar
parasitos modificados genéticamente para que expresen genes reporteros o 1) tefir
el nucleo del parasito con un colorante fluorescente, como DAPI. Esta segunda
técnica supone una gran ventaja sobre la primera ya que permite testar compuestos
en diferentes especies, incluyendo aislados clinicos, sin la necesidad de
modificarlos genéticamente %137 Ademas, evita las limitaciones del uso de genes
reporteros como la posibilidad de resistencias cruzadas conferidas por la
resistencia al antibidético de seleccion o las posibles consecuencias bioldgicas
provocadas por la alteracion de la arquitectura génomica 181,

60



Introduccion

Evaluacion de la actividad in vivo

La eficacia de los compuestos identificados in vitro, con buenas propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, debe ser verificada en modelos animales,
antes de iniciar un ensayo clinico con humanos. Estos modelos, a diferencia de los
ensayos in vitro, permiten determinar la actividad y la seguridad de un compuesto
teniendo en cuenta su biodisponibilidad 65181182,

El mejor modelo animal es aquel que recrea fielmente la enfermedad humana, en
cuanto a su etiologia, fisiopatologia, sintomatologia y respuesta a los agentes
terapéuticos. Durante las ultimas décadas, se han desarrollado muchos modelos
experimentales, aunque ninguno de ellos reproduce con precision la leishmaniasis
humana. Los modelos en roedores han servido como paso previo a estudiar la
enfermedad en otros animales como perros o primates no humanos. El ratéon Balb/c
y el hamster dorado o sirio son los modelos mas utilizados en el descubrimiento de
farmacos porque son baratos, faciles de manejar y requieren una menor cantidad
de compuesto, en especial el raton Balb/c que es de menor tamario 6%181-183,

Los resultados obtenidos con estos modelos se ven influidos por varios parametros
experimentales, como la base genética, la cepa de Leishmania, la via de
inoculacion o el lugar de la infeccion, la dosis del parasito y la coadministracién con
la saliva del flebotomo 65183186

Modelo animal leishmaniasis visceral

Existe cierta controversia sobre cual es el mejor modelo animal para ser usado en
LV. Mientras que el modelo de hamster reproduce estrictamente la progresion de
la leishmaniasis visceral humana, caracterizada por un incesante aumento de la
carga parasitaria, caquexia progresiva, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hiper-
gammaglobulinemia y, finalmente, la muerte, el modelo murino deriva en una
infeccidon subclinica alejada de la enfermedad observada en humanos, y
caracterizada por un control prematuro de la carga parasitaria en higado, mediado
por IL-12, INOS e IFN-y, y una baja carga parasitaria en bazo 6°181.183,185,187

Sin embargo, los ratones Balb/c infectados con altas dosis se han propuesto como
un modelo adecuado de LV crénica dado que desarrollan rasgos caracteristicos de
la enfermedad como hepatoesplenomegalia, pérdida de células estromales gp38,
remodelacion de la zona marginal esplénica, agotamiento de las células T,
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alteracion de la migracion de las células dendriticas y pérdida de centros germinales
foliculares 65:182.189-191

Modelo animal leishmaniasis cutanea

Los modelos de roedores son los mas utilizados en el descubrimiento de nuevos
farmacos frente a la LC. El amplio espectro de la LC en humanos se puede observar
en las diferentes cepas de raton. Tras la infeccidon con L. major, los ratones Balb/c
presentan ulceras en el lugar de inoculacion que posteriormente visceralizan.
Mientras que otras cepas de ratén, como C57BL/6, son relativamente resistentes a
la infeccidn, ya que sélo desarrollan pequefas lesiones en el lugar de inoculacion
que al cabo de unas semanas curan 84192,

Actualmente, el modelo Balb/c infectado con L. major es uno de los modelos mas
extendidos en el testado de compuestos. Ademas de ser un modelo muy
reproducible, la idea de utilizar ratones Balb/c, en los que la LC progresa
rapidamente, se basa en que, si los ratones Balb/c pueden curarse de la

enfermedad del parasito, probablemente las cepas de ratén resistentes también
184,193,194

Por ultimo, el hamster sirio se emplea como modelo para las cepas de Leishmania
del subgénero Viannia, como L. braziliensis, dada la baja susceptibilidad de los
ratones a su infeccidén. En el hamster la enfermedad cronifica asemejandose a los
casos de LC que no resuelven espontaneamente 184195196,

Imagen in vivo a tiempo real

Tradicionalmente, las cargas parasitarias en los tejidos eran cuantificadas mediante
tres técnicas: ) recuento microscépico de amastigotes en frotis tefidos con Giemsa
II) ensayo de dilucion limite y Ill) amplificacién del ADN del parasito por g-PCR.
Estas técnicas conllevan mucho tiempo, son laboriosas y, a excepcion de la g-PCR,
poco sensibles. Ademas, la obtencion de datos precisos y relevantes requiere el
sacrificio de un gran nimero de animales 181184197,

Sin embargo, la incorporacién de la imagen in vivo a tiempo real ha permitido
superar estas limitaciones y acelerar el desarrollo de farmacos leishmanicidas. Con
esta técnica no invasiva se pueden: |) realizar estudios longitudinales con un
numero reducido de animales y en los que cada animal es su propio control,
reduciendo asi la variabilidad de los resultados, IlI) detectar la expansién del
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parasito a un lugar anatémico inesperado, y lll) localizar de forma precisa los
parasitos, superponiendo las sefales en un mapa de tejidos y érganos o utilizando

un sistema de rayos X que algunos sistemas de imagen tienen acoplado '82.184.198-
200

La imagen in vivo a tiempo real se basa en el uso de parasitos transgénicos
fluorescentes y bioluminiscentes. Los parasitos bioluminiscentes utilizados
expresan una enzima denominada luciferasa, habitualmente aislada de Renilla spp.
o de luciérnaga. Las luciferasas catalizan una reaccion de oxidacion que libera
fotones de luz. La deteccion de las proteinas bioluminiscentes, a diferencia de las
fluorescentes, requiere por tanto la administracion previa del sustrato de la reaccion,
lo cual incrementa significativamente su coste (Figura 18) 175186,197-199,201-203

D-LUCIFERIN

FIREFLY @ l --------------- - LIGHT
LUCIFERASE

0

OXYLUCIFERIN

Figura 18. Reaccién catalizada por la enzima luciferasa aislada de luciérnaga. En la parte
izquierda, un ejemplar de la luciérnaga Amydetes viviannii emitiendo bioluminiscencia. Imagen
tomada de la referencia 203. En la parte derecha de la imagen, esquema d e la reaccién quimica:
la luciferasa de luciérnaga oxida la D-Luciferina en oxiluciferina y libera un fotéon de luz. Imagen
creada con BioRender.com.

La luz emitida por la luciferasa de luciérnaga oscila entre los 550 nm (verde lima) y
los 620 nm (rojo). Mientras que la luciferasa de Renilla spp. esta acoplada a una
proteina fluorescente, semejante a la GFP, que desplaza la emision del espectro
azul (480 nm) al verde (535 nm). Los parasitos fluorescentes empleados expresan
generalmente proteinas cuyos picos de emision se localizan entre el espectro verde
e infrarrojo (GFP, RFP mCherry, IFP1.4, iRFP) 175.184,187,199,201,202
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En los modelos de LV, donde los parasitos se localizan en tejidos profundos (higado,
bazo y médula 6sea), sblo los modelos bioluminiscentes tienen suficiente
sensibilidad para visualizar la infeccién en ratones y hamsters. Sin embargo, la
escasa penetracion de la luz de excitacion de las proteinas fluorescentes y la
autofluorescencia de los tejidos, limita el uso de la fluorescencia a los modelos de
LC, donde los parasitos se localizan en lugares poco profundos como la almohadilla
plantar. Incluso el uso de proteinas fluorescentes desplazadas al rojo y rojo lejano
que mejoran la sensibilidad, ya que la absorcion y dispersion de luz por parte de los
tejidos en esos espectros es significativamente menor que en el espectro verde, no

es suficiente para hacer el seguimiento de la enfermedad en tejidos profundos
(Figura 19) 175,182,184,187,198,199,201,202_

Figura 19. Modelos animales que emplean parasitos que expresan genes reporteros. De
izquierda a derecha: modelo de LV en Balb/c infectado con L. infantum que expresa una luciferasa
aislada de luciérnaga. Imagen tomada de la referencia 182. Modelo de LV en hamster sirio infectado
con L. donovani que expresa una luciferasa aislada de luciérnaga. Imagen tomada de la
referencia187. Modelo de LC en Balb/c infectado con L. mexicana que expresa la proteina
fluorescente mCherry. Imagen tomada de la referencia 197.
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Objetivos

Desarrollar y validar un sistema de imagen in vivo que permita llevar a
cabo el seguimiento en tiempo real de la infeccion para evaluar la
actividad antiparasitaria de compuestos, en animales infectados con una
cepa de L. donovani (MHOM/ET/67/HU3) modificada genéticamente para
que exprese la proteina bioluminiscente PpyRE9h.

Evaluar in vitro la actividad leishmanicida de 1769 compuestos sintéticos
procedentes de las librerias Anti-Infection Compound (MedChemExpress)
y Prestwick Chemical, utilizando un método de cribado de alto rendimiento
(HTS) basado en explantes esplénicos ex vivo obtenidos de ratones
Balb/c infectados con L. infantum modificada genéticamente para que
exprese la proteina fluorescente iRFP.

Evaluar la eficacia terapéutica in vivo de los compuestos con actividad
leishmanicida y un indice selectivo alto identificados en el Obijetivo I, y
cuyas propiedades farmacocinéticas/farmacodinamicas esten disponibles
en bases bibliométricas. Para ello se propone usar tanto el modelo murino
de LV cronica desarrollado en el Objetivo | como un modelo de LC.
Caracterizar, optimizar y validar el uso de nanoparticulas de poliglicerol
decoradas con manosa (sintetizadas por el grupo del Dr. Marcelo
Calderdn de la Universidad del Pais Vasco (UPV)) como vehiculo de
farmacos leishmanicidas en infecciones in vitro.
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Bioluminescent imaging identifies thymus, as overlooked colonized organ, in
a chronic model of Leishmania donovani mouse visceral leishmaniasis
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Abstract

The search for new drugs against neglected parasitic diseases has experienced a
major boost in recent years with the incorporation of bioimaging techniques. Visceral
leishmaniasis, the second more neglected disease in the world, has effective
treatments but with several disadvantages that make the search for new therapeutic
solutions an urgent task. Animal models of visceral leishmaniasis that resemble the
human disease have the disadvantage of using hamsters, which are an outbred
breeding animal too large to obtain acceptable images with current biocimaging
methodologies. Mouse models of visceral leishmaniasis seem, however, to be more
suitable for early (acute) stages of the disease, but not for chronic ones. In our work,
we describe a chronic Balb/c mouse model in which the infection primarily colonizes
the spleen and well recreates the late stages of human disease. Thanks to the
bioluminescent image, we have been able to identify experimentally, for the first
time, a new primary lymphoid organ of colonization, the thymus, which appears
infected from the beginning until the late phases of the infection.
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Articulo 2

Ex vivo phenotypic screening of two small repurposing drug collections
identifies nifuratel as a potential new treatment against visceral and
cutaneous leishmaniasis
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Abstract

Leishmaniases are vector-borne neglected diseases caused by single-celled
parasites. The search for new antileishmanial drugs has experienced a strong boost
thanks to the application of bioimaging to phenotypic screenings based on
intracellular amastigotes. Mouse splenic explants infected with fluorescent strains
of Leishmania are proven tools of drug discovery, where hits can be easily
transferred to preclinical in vivo models. We have developed a two-staged platform
for antileishmanial drugs. First, we screened two commercial collections of
repurposing drugs with a total of 1769 compounds in ex vivo mouse splenocytes
infected with an infrared emitting Leishmania infantum strain. The most active and
safest compounds were scaled-up to in vivo models of chronic Leishmania donovani
visceral leishmaniasis and Leishmania major cutaneous leishmaniasis. From the
total of 1769 compounds, 12 hits with selective indices > 35 were identified, and 4
of them were tested in vivo in a model of L. donovani visceral leishmaniasis.
Nifuratel, a repurposed synthetic nitrofuran, when administered orally at 50 mg/kg
bw once or twice a day for 10 days, caused > 80% reduction in the parasitic load.
Furthermore, the intralesional administration of nifuratel in a model of cutaneous
leishmaniasis by L. major produced the parasitological cure. From the previous
results we have deduced the great capacity of mouse splenic explants to identify
new hits, a model which could be easily transferred to in vivo models, as well as the
potential use of nifuratel as an alternative to the current treatment of cutaneous
leishmaniasis.
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drugs to Leishmania infantum-infected macrophages
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Abstract

Macrophages are hosts for intracellular pathogens involved in numerous diseases
including leishmaniasis. They express surface receptors that may be exploited for
specific drug-targeting. Recently, we developed a PEGylated dendritic polyglycerol-
based conjugate (PG—PEG) that colocalizes with intracellular parasite. We hereby
study the effect of surface decoration with mannose units on the conjugates’
targeting ability toward Leishmania intracellular parasites. Murine and human
macrophages were exposed to fluorescently labeled mannosylated PG-PEG and
uptake was quantified by flow cytometry analysis. Nanocarriers bearing five
mannose units showed the highest uptake, which varied between 30 and 88% in
the population in human and murine macrophages, respectively. The uptake was
found to be dependent on phagocytosis and pinocytosis (80%), as well as clathrin-
mediated endocytosis (79%). Confocal microscopy showed that mannosylated PG—
PEGs target acidic compartments in macrophages. In addition, when both murine
and human macrophages were infected and treated, colocalization between
parasites and mannosylated nanoconjugates was observed. Leishmania-infected
bone marrow-derived macrophages (BMM) showed avidity by mannosylated PG—
PEG whereas non-infected macrophages rarely accumulated conjugates. Moreover,
the antileishmanial activity of Amphotericin B was kept upon conjugation to
mannosylated PG—PEG through a pH-labile linker. This study demonstrates that
leishmania infected macrophages are selectively targeted by mannosylated
PEGylated dendritic conjugates.
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Discusion General

El reducido arsenal terapéutico en el que se basa el tratamiento de la leishmaniasis
debe de ser reemplazado con urgencia, ya que los farmacos que actualmente lo
conforman poseen graves limitaciones (elevada toxicidad, baja eficacia,
administracién parenteral, alto coste de produccion), que dificultan la adherencia al
tratamiento y obligan a la hospitalizacién del paciente 2. Aunque el desarrollo de
nuevos farmacos activos frente a Leishmania spp. ha tenido un importante impulso
en los ultimos afos, la baja predictibilidad de los métodos empleados en los
cribados in vitro ha provocado que el porcentaje de compuestos descubiertos sea
inferior al esperado. Asi, por ejemplo, el cribado de una reducida libreria de
farmacos aprobados como es la liberia Prestwick (aproximadamente 1000
compuestos) frente a L. guayanensis solo identificé dos compuestos con actividad
leishmanicida; disulfiram y antimicina A 3. El incremento del nimero de compuestos
a analizar tampoco ha supuesto una mejora significativa, ya que campafas que han
partido de 600.000 compuestos, tras llevar a cabo ensayos en promastigotes e
infecciones in vitro, apenas seleccionaron siete nuevos compuestos con actividad
leishmanicida. Dos de estos compuestos fueron evaluados in vivo y a pesar de su
elevada potencia y sus buenas caracteristicas farmacocineticas no fueron eficaces
frente a un modelo murino de LC 4.

A raiz de estos resultados, los esfuerzos se han centrado mayoritariamente en
identificar nuevas series quimicas con actividad antiparasitaria moderada para su
posterior optimizacion °. Desafortunadamente, este enfoque conlleva una alta tasa
de abandono y largas campafas de optimizacibn que en la mayoria de las
ocasiones no obtienen compuestos activos in vivo 6. Con el objetivo de acelerar el
descubrimiento de nuevos farmacos frente a este parasito hemos desarrollado una
estrategia alternativa basada en: 1) el cribado fenotipico de compuestos en un
sistema que utiliza explantes esplénicos de ratones infectados y Il) la evaluacién de
la eficacia in vivo de los compuestos seleccionados en un modelo murino de LC y
mediante imagen en tiempo real en un modelo murino de LV.

Primeramente y con el fin de desarrollar un modelo animal que nos permitiera
evaluar sencilla y rapidamente la eficacia in vivo de un compuesto frente a la LV
cronica, desarrollamos y validamos un modelo animal basado en la infeccion de
ratones Balb/c con promastigotes metaciclicos de la cepa L. donovani
(MHOM/ET/67/HU3), modificada genéticamente para que exprese la luciferasa
PpyRESh 7.

Las infecciones de ratones Balb/c aunque no son el modelo ideal para recrear la
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LV humana dado que la mayoria de los parasitos en higado son eliminados
mediante una respuesta inflamatoria granulomatosa semejante a la observada en
pacientes asintomaticos y por tanto es considerado como un modelo de LV
subclinica, a altas dosis infectivas, en el bazo, la infeccion cronifica provocando
dafio tisular y alteraciones inmunolégicas similares a las halladas en pacientes de
LV 8-11_

El uso de parasitos bioluminiscentes nos ha permitido estudiar longitudinalmente e
individualmente la evolucion de la infeccion sin necesidad de sacrificar animales
reduciendo significativamente el tiempo y el numero de estos. También hemos
podido obtener una imagen completa en tiempo real de la infecciéon, que nos ha
permitido identificar la inesperada colonizacion del timo por L. donovani 7. Como
era de esperar, dado que la corteza del timo esta aislada del torrente sanguineo
por la barrera hematotimica ', los amastigotes de L. donovani fueron localizados
en la médula ’. El parasito ha podido llegar al timo de dos formas directamente
desde la circulacién (infeccion directa) o en el interior de células infectadas en la
medula 6sea (caballo de Troya) 3.

Una vez desarrollado y validado el modelo animal, llevamos a cabo el cribado ex
vivo de 1769 compuestos, procedentes de dos librerias de compuestos aprobados
mayoritariamente por la EMA y la FDA (Anti-Infection Compound Library
(MedChemExpress) y Prestwick Chemical Library), en explantes esplénicos de
ratones Balb/c infectados con L. infantum . Como hemos comentado
anteriormente, el bazo de un raton Balb/c recrea la forma crénica de la LV humana,
por lo que los explantes esplénicos murinos reproducen mucho mejor las
condiciones observadas en una infeccion natural que los macréfagos primarios
infectados in vitro. El explante, a diferencia de las infecciones in vitro, contiene el
repertorio celular completo, incluyendo no solo a los macréfagos sino a otras células
del sistema inmune como células dendriticas, neutrdfilos, linfocitos T y B,
fibroblastos etc. Ademas, dichas células estan sometidas a la manipulacion y
depresion inmune que el parasito ejerce sobre el hospedador. Es decir, el modelo
de cribado fenotipico basado en explantes esplénicos no solo es un modelo mas
préximo a la infeccidon natural, sino que permite identificar compuestos con actividad
frente a Leishmania spp. dentro del ambiente inmunopatolégico de un hospedador
que ha estado infectado durante semanas '5'6. La respuesta inmune del
hospedador influye enormemente en la eficacia de los compuestos, por ejemplo,
los antimoniales pentavalentes requieren de la participacién de las células T del
hospedador para resolver la infeccion. En ausencia de esta respuesta, como puede
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suceder por ejemplo en pacientes inmunocomprometidos, los antimoniales
pentavalentes no son capaces de eliminar al parasito 17-1°.

Nuestro sistema después de dos rondas selectivas a 10 y 1 uM respectivamente
detecté compuestos ' que habian pasado desapercibidos en un modelo clasico
donde macrofagos diferenciados desde médula 6sea fueron infectados con
parasitos 3, si bien es cierto que las Leishmania spp. utilizadas en ambos estudios
no fue coincidente.

Gracias a que en el reposicionamiento de farmacos los perfiles farmacocinéticos
estan disponibles, facil y rapidamente pudimos salvar la brecha entre los ensayos
in vitro y los ensayos in vivo y seleccionar aquellos compuestos que presentaron
un buen indice selectivo y propiedades farmacocinéticas adecuadas para su
evaluacion in vivo 2°21, Finalmente se seleccionaron y testaron 4 compuestos frente
al modelo de LV croénica: salinomicina (SAL), docetaxel (DXT), paclitaxel (PXT) y
nifuratel (NFT).

La administracion por via oral de 50 mg/kg de NFT dos veces al dia durante 10 dias
consiguié eliminar casi el 90% de la carga parasitaria en el bazo, el 97% en timo y
casi un 70% en higado en el modelo de LV. Sin embargo, la administracion
intralesional del NFT en el modelo de LC produjo la cura parasitoldgica, tanto en el
sitio de la lesion como en el ganglio que la drena, apuntando a la baja
biodisponibilidad del NFT en el higado y en el bazo como la causa de la no
erradicacion del parasito en estos organos 4.

Aunque durante muchos afios, los compuestos heterociclicos, como el NFT, fueron
excluidos de los programas de descubrimiento de farmacos por sus posibles
efectos mutagénicos y carcinogénicos, recientemente las compafias farmacéuticas
les han vuelto a incorporar con gran éxito 2223, En el caso del NFT, su seguridad
esta ampliamente avalada por su uso durante mas de 30 anos, bajo el nombre
comercial de Macmiror e Inimur, en el tratamiento de infecciones genitourinarias
producidas por Trichomana vaginales y Neisseria gonorrhoeae ?42°, A diferencia de
otros farmacos, no se han descrito fendbmenos de resistencias al NFT y su
administracion a mujeres embarazadas no ha mostrado efectos teratogénicos 26-30.
Su ya conocida trayectoria como antiprotozoario junto con sus buenos resultados
in vitro e in vivo, situan al NFT como una alternativa prometedora para el tratamiento
de la LV por via oral y el de la LC por via intralesional 4.

Ante los multiples fracasos en el desarrollo de farmacos frente a esta enfermedad,

201



Discusion General

otra aproximacion que se ha planteado es la encapsulaciéon de aquellos farmacos
con baja biodisponibilidad o efectos secundarios en nanoparticulas, como es el
caso del AmBiosome®. La nanoencapsulacion permite solventar estas limitaciones
y mejorar la eficacia y seguridad in vivo 31-33,

Existen muchos tipos de nanotransportadores, nosotros hemos elegido una
nanoparticula de poliglicerol (PG) unido a polietilenglicol (PEG) para mejorar su
biodisponibilidad 3¢. La infeccién por Leishmania spp. promueve la polarizacion de
los macrofagos al fenotipo M2, caracterizado por la expresion en superficie de
receptores de lectina tipo C como Dectin-1, el receptor de manosa o CD206 y
SIGNRS3 34, Ademas, en monocitos y macrofagos aislados de lesiones de pacientes
con leishmaniasis dérmica post kala-azar se observé un fenotipo M2 con una mayor
expresion de CD206 y arginasa-1 3. Por todo ello, nos planteamos si al decorar la
superficie de la nanoparticula de PG-PEG con moleculas de manosa, esta seria
internalizada mayoritariamente por los macréfagos infectados por Leishmania spp.
Los resultados obtenidos en cultivos celulares de macréfagos diferenciados desde
meédula 6sea indican que efectivamente la mayoria de las nanoparticulas son
endocitadas preferentemente por los macréfagos infectados mientras que los no
infectados rara vez acumulan algin conjugado en su interior 3. Finalmente,
también se demostrdé que esta nanoparticula, al igual que su predecesora 38, es
capaz de alcanzar al amastigote en la vacuola parasitéfora, donde especificamente
se dan las condiciones necesarias (pH 4) para que el farmaco se libere y ejerza su
accion 37

Ademas de los trabajos publicados, se ha continuado con una nueva linea de
investigacion que estudia las posibles consecuencias de la colonizacion del timo
por L. donovani.

El timo es el 6rgano central que recibe a los precursores hematopoyéticos
procedentes de la médula 6sea e induce tolerancia central por delecciéon clonal
positiva y negativa de timocitos autorreactivos, sobreviviendo solo aquellos
capaces de reconocer células del propio individuo 33°.

La infeccién del timo por diferentes patdégenos puede provocar: |) una atrofia
prematura 340 1l) cambios en su estructura que alteran su funcionamiento,
provocando la liberacién de células T inmaduras, como sucede en las infecciones
causadas por Plasmodium berghei, Trypanosoma cruzi y VIH, o la liberacion de
células T autorreactivas, como ocurre en la infecciéon por el virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV) 34144 y |1]) el desarrollo de células T que toleran
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especificamente al patdégeno, como se ha observado en las infecciones por
Mycobacterium avium 1345,

En primer lugar, analizamos la celularidad del timo a lo largo de cuatro semanas de
infeccion. Para ello, el numero total de timocitos fue determinado
microscopicamente en las suspensiones celulares obtenidas tras homegeneizar el
timo a través de una malla de 100 um de tamafio de poro. Como se muestra en la
Figura 1, no hubo un cambio significativo en el numero de timocitos a lo largo de la
fase aguda de la infeccion.
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Figura 1. La infeccién del timo por L. donovani no provoca una atrofia prematura. Numero de
timocitos en animales infectados y no infectados a diferentes tiempos post-infeccion. Cada barra
representa la media £ SD del numero.

A continuacion, estudiamos las distintas fases del proceso de maduracion de los
timocitos (Figura 2A). Para ello las células fueron marcadas con los siguientes
anticuerpos de la compafiia Miltenyi Biotec: anti-CD45-FITC (130-110-796), anti-
CD3-APC (130-122-943), anti-CD4-PerCP-Vio700 (130-118-852), anti-CD8-
Vioblue (130-111-716), anti-CD44-APC-Vio770 (130-118-695) ), anti-CD25-PE
(130-120-766) y analizadas por citometria de flujo. Curiosamente, observamos que
el porcentaje de timocitos DN4, pero no de DN1, DN2 o DN3, aumento en la primera
semana de infeccidn por L. donovani y que volvio a niveles semejantes a los
observados en los animales no infectados desde la segunda semana post-infeccion
hasta el ultimo tiempo analizado (semana 4 post-infeccion) (Figura 2B). Esto
sugiere una alteracion muy temprana pero puntual de la diferenciacion de los
timocitos causada por la presencia de parasitos (detectados desde la primera
semana de infeccion). Ademas, se observé un incremento de los timocitos positivos
solo a CD8 (CD8SP) en la primera semana de infeccion, que al igual que el
porcentaje de DN4, volvio a niveles semejantes a los de los animales no infectados
en las siguientes semanas (Figura 2B). Este incremento posiblemente se
corresponde con un intento fallido por parte del hospedador de eliminar al parasito,
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ya que, a diferencia de lo que sucede en las infecciones por Salmonella 46, la
infeccion por Leishmania spp. cronifica en el timo y solo se observé una ligera
bajada no significativa de la carga parasitaria en la tercera semana postinfeccion 7.
Por el contrario, los timocitos positivos solo a CD4 (CD4SP) no sufrieron ningun
cambio significativo a lo largo de las cuatro primeras semanas de infeccion (Figura
2B).

En resumen, estos resultados muestran que la infeccién por L. donovani, no causa
una atrofia prematura del timo ni altera el proceso de diferenciacion de los timocitos,
al igual que sucede en las infecciones por M. tuberculosis y M. avium 1345,
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Figura 2. La infeccidn del timo por L. donovani no altera el proceso de diferenciacién de los
timocitos. (A) Esquema de los distintos marcadores de superficie expresados en las diferentes
fases de la maduracion de los timocitos. Imagen creada con BioRender.com. (B) Porcentaje de las
principales poblaciones de timocitos (basados en la expresion de CD4, CD8, CD25 y CD44) en
animales infectados y no infectados a diferentes tiempos post-infeccion Cada barra representa la
media £ SD del numero. (** P < 0.01; *** P < 0.001). Los timocitos se marcaron con anticuerpos
especificos frente a CD45 (130-110-796), CD3(130-122-943), CD4(130-118-852), CD8(130-111-
716), CD44(130-118-695) y CD25(130-120-766) de la compafiia Miltenyi Biotec. La adquisicion de
células fue llevada acabo en el citometro de flujo Cytek® Aurora. Los datos se analizaron con el
software SpectroFlo®.
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Conclusiones

El sistema de imagen in vivo basado en bioluminiscencia es un método
sensible y reproducible que permite evaluar longitudinalmente, en tiempo
real y sin necesidad de sacrificar a los animales, la fase aguda y cronica de
la infeccidn causada por L. donovani. La bioluminiscencia in vivo detectada
en las regiones de interés se correlacion6 con la carga parasitaria
cuantificada por gqPCR, lo que permite acelerar el descubrimiento de
farmacos leishmanicidas. El seguimiento mediante imagen in vivo ha
permitido la identificacion de un nuevo érgano diana en las infecciones por
L. donovani; el timo.

El uso de ensayos ex vivo basados en explantes esplénicos de ratones
Balb/c infectados permitié identificar en la libreria Prestwick nuevos
compuestos activos (“hits”) frente a Leishmania spp. que no se dectaron en
ensayos clasicos utilizando infecciones intracelulares en macrofagos
derivados de médula ésea.

La administracion oral del nifuratel, en un modelo de leishmaniaosis visceral
causada por L. donovani, caus6 una reduccion de >80% en la carga
parasitaria. Por otro lado, la administracion intralesional del nifuratel, en un
modelo de leishmaniaosis cutanea causada por L. major, produjo la cura
parasitologica.

El uso de nanoparticulas de poliglicerol decoradas en superficie con PEG y
grupos de manosa, permitié la liberacion del farmaco cargado en el
fagolisosoma de macréfagos murinos y humanos infectados con L. infantum,
mostrando una mayor entrada en las células infectadas respecto a las no
infectadas.
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public and private research centers, which have developed
campaigns for its rapid eradication from a multidisciplinary
perspective. This includes, from massive screening of new or

‘ [ isceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic neglected disease
produced by single-celled parasites of the genus
Leishmania (Leishmania infantum and Leishmania donovani)

and transmitted by Phlebotomus and Lutzomya sandflies." L.
donovani is mainly transmitted from human to human, unlike
L. infantum, whose transmission is mostly zoonotic. Although
VL is a disease that has been known for centuries and has high
mortality (according to WHO, the incidence is more than
30 000 fatalities per year in the absence of treatment (https://
www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1)), no ef-
fective vaccine for humans is yet available. In addition, the
existing drugs are unsafe, ineffective in certain geographical
areas due to the emergence of resistance, and mostly depend
on parenteral administration, which reduces patient adherence
to long periods of treatment.””

The high prevalence of these diseases in endemic regions of
the planet, the suffering caused by the disease, not only from a
health perspective but also from an economic point of view,
and the lack of general interest in the so-called neglected
diseases make research into safer and more effective
therapeutic alternatives by all public and private stakeholders
more necessary than ever in order to eradicate them in the
shortest time possible.”

The research of new drugs against VL has had an important
boost in recent years thanks to the effort done by supranational
entities such as DNDi along with academic institutions and
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repurposed molecules in systems with greater translatability, to
preclinical in vivo models that have incorporated new
candidates to the initial clinical phases in a short period of
time.*~¢

The incorporation of modified transgenic parasites that emit
light or fluorescence in the presence of specific substrates along
with the development of bioimaging detection equipment have
been a great step forward in the progress of preclinical models
of VL in experimental animals.””'* The development of
Leishmania strains stably transfected with the gene encoding
firefly luciferase that, in the presence of luciferin, emit light
from internal organs allows real-time analysis of the course of
an infection and its treatment without the need to sacrifice
animals.'"'* Moreover, due to in vivo imaging being a friendly,
nonlethal procedure, which could be performed repetitively,
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ABSTRACT: Leishmaniases are vector-borne neglected diseases caused by 1769 (7 e
single-celled parasites. The search for new antileishmanial drugs has experienced Repurposing Drugs /@'DP REOh-L.d -
a strong boost thanks to the application of bioimaging to phenotypic screenings Screening | lé“ipi p? ~Leqonovam
based on intracellular amastigotes. Mouse splenic explants infected with Strategy
fluorescent strains of Leishmania are proven tools of drug discovery, where against
hits can be easily transferred to preclinical in vivo models. We have developed a Leishmania
two-staged platform for antileishmanial drugs. First, we screened two commercial 4 _l_-> ; -
collections of repurposing drugs with a total of 1769 compounds in ex vivo
mouse splenocytes infected with an infrared emitting Leishmania infantum strain.

The most active and safest compounds were scaled-up to in vivo models of chronic Leishmania donovani visceral leishmaniasis and
Leishmania major cutaneous leishmaniasis. From the total of 1769 compounds, 12 hits with selective indices >35 were identified, and
4 of them were tested in vivo in a model of L. donovani visceral leishmaniasis. Nifuratel, a repurposed synthetic nitrofuran, when
administered orally at S0 mg/kg bw once or twice a day for 10 days, caused >80% reduction in the parasitic load. Furthermore, the
intralesional administration of nifuratel in a model of cutaneous leishmaniasis by L. major produced the parasitological cure. From
the previous results we have deduced the great capacity of mouse splenic explants to identify new hits, a model which could be easily
transferred to in vivo models, as well as the potential use of nifuratel as an alternative to the current treatment of cutaneous
leishmaniasis.

! NIFURATEL
Treatment

KEYWORDS: leishmaniasis, drug discovery, ex vivo explants, in vivo imaging, drug repurposing, nifuratel

Leishmaniases are a group of diseases caused by single-
celled parasites of the genus Leishmania and transmitted
by Phlebotomus and Lutzomya sandflies. Cutaneous leishma-
niasis (CL), caused by L. major, is characterized by ulcerations
and papules around the insect feeding site. These lesions could
heal spontaneously, leaving permanent scars, or become
chronic in severe cases. Although CL is not life-threatening,
it can lead to stigmatization and social exclusion. L. donovani
and L. infantum visceral leishmaniasis (VL) is characterized by
tever, weight loss, and hepatosplenomegaly. VL is fatal without
treatment, causing between 20000 to 50000 deaths per
year.1_3 Nowadays, there is no effective vaccine against any
form of leishmaniasis, and therefore, treatment is just based on
chemotherapy.'

Drug repurposing is a well-established drug discovery
strategy aimed at identifying new biological functions of
approved medicines. Some of the strengths of this strategy lie
in the following: (i) pharmacokinetic (PK) data are available
for some species; (ii) the time frame for drug development can
be reduced because most preclinical testing, safety assessment,
and, in some cases, formulation development have already
been completed; (iii) less investment is needed, although this
will vary greatly depending on the stage and process of
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development of the repurposing candidate. For all these
advantages, drug repurposing is a suitable approach for
neglected tropical diseases, where new treatments are urgently
needed. We should not overlook the fact that this strategy has
been successfully applied in the past against leishmaniasis. In
fact, 62.5% of current antileishmanial drugs such as
amphotericin B, miltefosine, and pentamidine were initially
used as antifungal, anticancer, and antimicrobial agents,
respectively. "

Undoubtedly, drug development against leishmaniasis is
currently experiencing a golden age given that the pipeline of
compounds to enter phase I has more candidates than
ever.° ' However, the hit rate during mass screening
campaigns is not as high as expected due to the low degree
of predictability of the methods used.'"' Drug screening
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Abstract: Macrophages are hosts for intracellular pathogens involved in numerous diseases including
leishmaniasis. They express surface receptors that may be exploited for specific drug-targeting.
Recently, we developed a PEGylated dendritic polyglycerol-based conjugate (PG-PEG) that colocalizes
with intracellular parasite. We hereby study the effect of surface decoration with mannose units on
the conjugates’ targeting ability toward leishmania intracellular parasites. Murine and human
macrophages were exposed to fluorescently labeled mannosylated PG-PEG and uptake was
quantified by flow cytometry analysis. Nanocarriers bearing five mannose units showed the highest
uptake, which varied between 30 and 88% in the population in human and murine macrophages,
respectively. The uptake was found to be dependent on phagocytosis and pinocytosis (80%), as well
as clathrin-mediated endocytosis (79%). Confocal microscopy showed that mannosylated PG-PEGs
target acidic compartments in macrophages. In addition, when both murine and human macrophages
were infected and treated, colocalization between parasites and mannosylated nanoconjugates was
observed. Leishmania-infected bone marrow-derived macrophages (BMM) showed avidity by
mannosylated PG-PEG whereas non-infected macrophages rarely accumulated conjugates. Moreover,
the antileishmanial activity of Amphotericin B was kept upon conjugation to mannosylated PG-PEG
through a pH-labile linker. This study demonstrates that leishmania infected macrophages are
selectively targeted by mannosylated PEGylated dendritic conjugates.

Keywords: nanocarriers; polyglycerol; amphotericin B; mannosylated surface decoration;
macrophage residing Leishmania infantum

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex of neglected diseases transmitted by the bite of blood-sucking sandflies
infected with parasites of the genus Leishmania [1]. Among the different species of Leishmania, L.
donovani and L. infantum in the Old World and L. chagasi (infantum) in the New World are responsible
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Nombre del congreso: Trypanosomatid Parasites meeting VI: from the lab to the field
Ciudad de celebracién: Paris, Francia

Fecha de celebracién: 28/10/2019

Fecha de finalizacién: 29/10/2019

Entidad organizadora: Instituto Pasteur Tipo de entidad: Fundacion
Ciudad entidad organizadora: Paris, Francia

Barbara Dominguez Asenjo; Camino Gutiérrez Corbo; Rubén Carbajo Andrés; Yolanda Pérez Pertejo;
Rafael Balana Fouce; Rosa M? Reguera.

2 Titulo del trabajo: Mannosylated Polyglycerol Nanoparticle as delivery system in macrophages infected
with Leishmania infantum (Poster)

Nombre del congreso: Trypanosomatid parasites from the lab to the field VI
Ciudad de celebracion: Paris, Francia

Fecha de celebracién: 28/10/2019

Fecha de finalizacion: 29/10/2019

Entidad organizadora: Instituto Pasteur Tipo de entidad: Fundacion
Ciudad entidad organizadora: Paris, Francia

Camino Gutiérrez Corbo; Barbara Dominguez Asenjo; Laura Vossen; Rafael Balafa Fouce; Marcelo
Calderdn; M? Angeles Muiioz Fernandez; Rosa M? Reguera.

3 Titulo del trabajo: Uso de la bioimagen en el reposicionamiento de farmacos para enfermedades
desatendidas (Pdster)

Nombre del congreso: XXIIl Congreso espaiol de Toxicologia y VII Iberoamericano
Ciudad de celebracion: Sevilla, Andalucia, Espafa

Fecha de celebracién: 26/06/2019

Fecha de finalizacion: 28/06/2019

Entidad organizadora: ASOCIACION ESPANOLA DE TOXICOLOGIA

Ciudad entidad organizadora: Sevilla, Andalucia, Espafia

Barbara Dominguez Asenjo; Maria Alvarez Bardén; Camino Gutiérrez Corbo; Rubén Carbajo Andrés; Rosa
M@ Reguera; Rafael Balafa Fouce.

4 Titulo del trabajo: Plataformas fenotipicas de cribado masivo de compuestos mediante técnicas de
bioimagen (Péster)
Nombre del congreso: XXIl Congreso Espafiiol de Toxicologia y VI Iberoamericano
Ciudad de celebracién: Valencia, Comunidad Valenciana, Espafa
Fecha de celebracién: 28/06/2017
Fecha de finalizacion: 30/06/2017

Entidad organizadora: Asociacion Espanola de Tipo de entidad: Asociaciones y Agrupaciones
Toxicologia
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Ciudad entidad organizadora: Sevilla, Andalucia, Espafia

Rafael Balana Fouce; Camino Gutiérrez Corbo; Barbara Dominguez Asenjo; Yolanda Pérez Pertejo; Rosa
M Reguera.

5 Titulo del trabajo: Phosphorylation of H2A as double-strand DNA damage biomarker in Leishmania
infantum treated with topoisomerase poisons (Pdster)

Nombre del congreso: Worldleish 6th World Congress on Leishmaniasis
Ciudad de celebracion: Toledo, Castilla-La Mancha, Espaina

Fecha de celebracién: 16/05/2017

Fecha de finalizacion: 20/05/2017

Entidad organizadora: Instituto de Salud Carlos Il Tipo de entidad: Organismo Publico de
Investigacion

Ciudad entidad organizadora: Madrid, Comunidad de Madrid, Espafia

Camino Gutiérrez Corbo; Barbara Dominguez Asenjo; Rafael Balafia Fouce; M? Angeles Mufoz Fernandez;
Yolanda Pérez Pertejo; Rosa M? Reguera.

6 Titulo del trabajo: Polyglycerol-doxorrubicin conjugate uptake in primary spleen culture macrophages
infected with L. infantum (Poster)

Nombre del congreso: Worldleish 6th World Congress on Leishmaniasis
Ciudad de celebracioén: Toledo, Castilla-La Mancha, Espafia

Fecha de celebracién: 16/05/2017

Fecha de finalizacion: 20/05/2017

Entidad organizadora: Instituto de Salud Carlos Ill  Tipo de entidad: Organismo Publico de
Investigacion

Ciudad entidad organizadora: Madrid, Comunidad de Madrid, Espana

Barbara Dominguez Asenjo; Camino Gutiérrez Corbo; Rafael Balafia Fouce; M? Angeles Mufoz Fernandez;
Marcelo Calderon; Rosa M2 Reguera.

7 Titulo del trabajo: Caracterizacion funcional del gen que codifica la S-adenosil-L-metionina sintetasa de
Penicillium chrysogenum (Comunicacion)
Nombre del congreso: Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana Le6n 2016
Ciudad de celebracion: Ledn, Castilla y Ledén, Espaia
Fecha de celebracion: 12/09/2016
Fecha de finalizacién: 14/09/2016
Entidad organizadora: FGULEM, Universidad de  Tipo de entidad: Universidad
Leodn
Ciudad entidad organizadora: Leo6n, Castilla y Le6n, Espana

Carlos Garcia Estrada; Rebeca Dominguez Santos; Cristina Rodriguez Torres; Barbara Dominguez Asenjo;
Camino Gutiérrez Corbo; Yolanda Peréz Pertejo; Katarina Kosalkova; Rafael Balana Fouce.
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Otros méritos

Acreditaciones/reconocimientos obtenidos

Descripcion: Acreditacion para realizar funciones A, B y C en experimentacion animal con las especies:
roedores, lagomorfos, rumiantes, equinos y porcinos

Entidad acreditante: Junta de Castilla y Leén Tipo de entidad: Institucion Publica

Ciudad entidad acreditante: Valladolid, Castilla y Ledn, Espafia

Fecha del reconocimiento: 10/12/2019
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